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  As antocianinas têm despertado grande interesse devido ao seu potencial uso 
como corantes naturais e, principalmente, devido às suas atividades biológicas, tais como 
antioxidante e anti-inflamatória. No entanto, a introdução de antocianinas em alimentos e/ou 
no campo farmacêutico e de cosméticos tem provado ser um grande desafio tecnológico, uma 
vez que estes compostos têm baixa estabilidade em condições de processamento, 
armazenamento e consumo. Elas são susceptíveis à degradação por meio de fatores como luz, 
pH, temperatura e presença de oxigênio. Uma possível maneira de protegê-las seria pelo o uso 
de técnicas de encapsulação/co-precipitação em matrizes poliméricas. Diante disso, esta tese 
teve, como objetivo principal, realizar a extração e a encapsulação de antocianinas 
provenientes de resíduos gerados do processamento de frutas empregando técnicas 
emergentes e convencionais. Para o estudo de extração, foi investigado o efeito de quatro 
diferentes técnicas (extração assistida por ultrassom (UAE), extração com líquido 
pressurizado (PLE), combinação da UAE com PLE (UAE+PLE) e a extração convencional 
Soxhlet) e de três diferentes solventes (mistura etanol e água 50% e 70% de etanol v/v e água 
acidificada pH 2,0) sobre o conteúdo de antocianinas monoméricas totais (AM) e individuais, 
teor de compostos fenólicos totais (FT) e capacidade antioxidante (CA) dos extratos obtidos 
dos resíduos industriais de amora-preta, mirtilo e grumixama. Para o estudo de formação de 
partículas, os processos spray-drying (SD), freeze-drying (FD) e a tecnologia emergente de 
precipitação antissolvente supercrítico (SAS) foram aplicadas utilizando o biopolímero 
polivinilpirrolidona (PVP) como material de parede. Um estudo sobre o efeito da temperatura, 
concentração de PVP e vazão da solução sobre a co-precipitação de pigmentos antociânicos 
pela técnica SAS também foi realizado. Todos os ensaios de encapsulação foram feitos a 
partir de um extrato etanólico obtido do resíduo de amora-preta liofilizado e triturado. As 
partículas formadas foram avaliadas em relação a AM, CA, morfologia, teor de etanol 
residual, umidade, rendimento global, rendimento de precipitação de antocianinas, tamanho 
médio e distribuição de tamanho, em termos do estado cristalino, do comportamento térmico e 
propriedades estruturais. Foi verificado que as técnicas de extração PLE, UAE e o método 
combinado UAE+PLE utilizando as misturas hidroetanólicas (50 e 70% de etanol v/v) são 
alternativas viáveis ao método convencional Soxhlet para a recuperação de antocianinas. 
Duas, quatro e quatorze antocianinas foram identificadas por cromatografia líquida de ultra 
alta eficiência nos extratos de grumixama, amora-preta e mirtilo, respectivamente. Os 
processos SD, FD e SAS produziram partículas com boa capacidade antioxidante, sem 
implicar em grandes degradações desses compostos, e foram eficientes para concentrar os 
pigmentos antociânicos. A presença do polímero aumentou a estabilidade térmica do extrato 
antociânico. A diminuição da temperatura (< 35 ºC), concentração de PVP (< 2%) e vazão da 
solução (< 2,0 mL/min), aplicados ao processo SAS, contribuiram para produção de partículas 
menores, com menor teor de etanol residual, umidade, atividade de água e menor grau de 
aglomeração. O processo SAS mostrou ser uma opção interessante e promissora para eliminar 
o solvente do extrato etanólico e produzir um extrato seco encapsulado rico em antocianinas e 
com maior pureza.  
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  Anthocyanins have attracted great interest due to their potential use as natural 
dyes and mainly due to their biological activities, such as antioxidant and anti-inflammatory. 
In addition, they exhibit great solubility in aqueous solutions. However, the introduction of 
anthocyanins into food and/or pharmaceuticals and cosmetics has proven to be a technological 
challenge, since these compounds have low stability under conditions of processing, storage 
and consumption. They are susceptible to degradation by factors such as light, pH, 
temperature and oxygen. One possible way to effectively protect them would be through 
encapsulation/co-precipitation techniques in polymer matrices. Therefore, this thesisproject 
had the main objective of extracting and encapsulating anthocyanins from residues generated 
from the processing of fruits using emerging and conventional techniques. For the extraction, 
the effect of four different techniques (ultrasonic assisted extraction (UAE), pressurized liquid 
extraction (PLE), combination of UAE with PLE (UAE+PLE) and Soxhlet conventional 
extraction) and three different solvents (hydroethanolic mixtures with 50% and 70% ethanol 
v/v and acidified water pH 2.0) was evaluated on the content of total monomeric anthocyanins 
(MA) and individual, total phenolic content (TP) and antioxidant capacity (AC) from extracts 
obtained from the residues of blackberry, blueberry and grumixama. For the particle 
formation, spray-drying (SD), freeze-drying (FD) and supercritical antisolvent (SAS) 
processes were applied using the polymer polyvinylpyrrolidone (PVP) as core material. A 
study on the effect of temperature, PVP concentration and solution flow rate under the co-
precipitation of anthocyanin pigments, by SAS technique was also performed. All 
encapsulation assays were performed with an ethanolic extract obtained from the lyophilized 
and crushed blackberry residue. The produced particles were evaluated in terms of MA, AC, 
morphology, residual ethanol content, moisture, overall yield, anthocyanin precipitation yield, 
mean size and size distribution, in terms of crystalline state, thermal behavior and structural 
properties. It was verified that the extraction techniques PLE, UAE and the combined method 
UAE+PLE using the hydroethanolic mixtures (50 and 70% ethanol v/v) are viable alternatives 
to the conventional Soxhlet method for the recovery of anthocyanins. Two, four and fourteen 
anthocyanins were identified by ultra-high efficiency liquid chromatography (UHPLC) in the 
extracts of grumixama, blackberry and blueberry, respectively. The SD, FD and SAS 
processes produced particles with high antioxidant capacity, without involving large 
degradations of these compounds, and were efficient to concentrate the anthocyanins. The 
presence of the polymer increases the thermal stability of the anthocyanic extract. The 
decrease in temperature (< 35 °C), PVP concentration (< 2%) and solution flow rate (< 2.0 
mL/min), in the SAS process, contributed to the production of smaller particles, with lower 
content of residual ethanol, moisture, water activity and less agglomeration. The antioxidant 
capacity of the precipitates was strongly correlated with their anthocyanin content. The SAS 
process proved to be an interesting and promising option to remove the solvent from the 
ethanolic extract and to produce a dry material rich in anthocyanins and with greater purity. 
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1.1 INTRODUÇÃO GERAL 
 As indústrias alimentícias, de cosméticos e farmacêuticas estão cada vez mais em 
busca de substitutos para corantes e aditivos sintéticos. Alguns já foram proibidos em vários 
países, como Estados Unidos, Japão e países da Europa. A substituição por produtos naturais 
se dá pelo fato de estes serem considerados seguros, menos susceptíveis a efeitos adversos e 
ocasionadores de danos à saúde (ARANHA, 2013). Entretanto, dificuldades têm sido 
encontradas, devido principalmente à instabilidade destes compostos. Um exemplo são os 
pigmentos funcionais extraídos de fontes vegetais, tais como as antocianinas, que além de 
poderem ser utilizadas como corantes, também podem ser adicionadas aos alimentos devido a 
suas atividades funcionais e propriedades nutracêuticas, a fim de enriquecer o produto 
(SANTOS, 2011). 
 Antocianinas são compostos fenólicos pertencentes ao grupo dos flavonoides e 
são os pigmentos responsáveis por uma grande variedade de cores (a maioria das cores azul, 
roxo, violeta e quase todas as tonalidades de vermelho) presentes em vegetais, flores, frutas e 
produtos derivados. Oriundas do metabolismo secundário das plantas, as antocianinas são de 
grande importância para a sobrevivência delas e, quando ingeridas, são responsáveis por 
diversos benefícios à saúde devido às suas propriedades biológicas, como a de possuírem alto 
poder antioxidante. Entre tais benefícios encontram-se a redução da incidência de muitas 
doenças oxidativas, inflamatórias, cancerígenas, entre outras (FRANCIS, 1989; SANTOS, 
2011). 
 Os subprodutos gerados do processamento de alimentos podem ser ricas fontes de 
antocianinas. Como exemplo tem-se os resíduos de amora-preta, mirtilo, uva, jabuticaba, 
romã e, recentemente, acredita-se que o da grumixama (BALASUNDRAM; SUNDRAM; 
SAMMAN, 2006). Assim, a utilização desse tipo de material para extração de pigmentos e 
outros compostos bioativos é uma maneira de aproveitar e agregar valor aos subprodutos da 
indústria alimentícia, já que na maioria das vezes estes são descartados. Além disso, é uma 
forma de diminuir o impacto negativo causado pelo seu descarte direto na natureza. Assim, o 
processo se torna interessante tanto do ponto de vista econômico quanto ambiental. 
 A recuperação das antocianinas e outros compostos bioativos a partir de resíduos 
industriais vêm, há alguns anos, sendo comumente realizada por técnicas convencionais de 
extração, como Soxhlet, maceração e agitação. Em alguns casos, estas técnicas requerem 
longos tempos de extração, acompanhadas por alto consumo de solventes e de energia, e têm 
limitada eficácia quanto à qualidade dos extratos. O uso de grandes volumes de solvente 
implica em custos adicionais, devido à necessidade de compra e eliminação de solventes 
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tóxicos, e perigo para o ambiente. Além disso, muitos produtos naturais (como as 
antocianinas) são termicamente instáveis e podem ser degradados quando expostos a longo 
tempo de extração em temperaturas elevadas (AZMIR et al., 2013; BARBA et al., 2016; CAI 
et al., 2016). Para superar estas desvantagens, nas últimas duas décadas, novas tecnologias 
para a extração de compostos bioativos têm sido investigadas, incluindo a extração assistida 
por ultrassom (UAE - Ultrasound Assisted Extraction) e a extração com líquido pressurizado 
(PLE - Pressurized Liquid Extraction) (IGNAT; VOLF; POPA, 2011). 
 Diversos fatores externos, tais como calor, luz, ácidos, oxidação enzimática e não 
enzimática, pH, presença de oxigênio e enzimas, metais e altas temperaturas desencadeiam a 
degradação oxidativa de antocianinas (JACKMAN et al., 1987; SANTOS; VEGGI; 
MEIRELES, 2010), limitando não só a sua aplicação final, mas também restringindo toda a 
cadeia do processo, desde a escolha do método de extração do até o tratamento que o produto 
irá sofrer após a sua formulação. Sendo assim, técnicas de encapsulação em matrizes 
poliméricas podem ser aplicadas com grandes benefícios a extratos antociânicos visando a 
uma maior dissolução, biodisponibilidade e proteção/estabilização do pigmento (ARANHA, 
2013). 
 Há uma gama de polímeros naturais ou sintéticos que podem ser empregados 
como agentes encapsulantes ou material de parede de compostos bioativos, por apresentarem 
características de biocompatibilidade e biodegradabilidade. Dentre os principais destacam-se 
os copolímeros alifáticos-aromáticos, policaprolactona, polihidroxialcanoatos, 
polihidroxibutirato, álcool polivinílico, ácido poliláctico, ácido polihialurônico, os polímeros 
à base de amido (dextrano, inulina, gomas, ciclodextrinas), os poliaminoácidos, os 
polietilenoglicóis, os poloxâmeros e o polivinilpirrolidona (PVP) (COCERO et al., 2009). O 
PVP ganha ênfase por possuir ampla aplicabilidade na área farmacêutica e por ser solúvel em 
meio aquosos e diversos solventes orgânicos (SHPOTYUK et al., 2016). 
 A encapsulação pode ser realizada por diversas técnicas, que podem envolver 
processos convencionais (coacervação, spray-drying, liofilização, polimerização interfacial, 
emulsão/evaporação), que são bem conhecidas e estudadas, além de novas tecnologias, como 
as que utilizam de fluidos supercríticos (COCERO et al., 2009; FRANCESCHI, 2009; 
FRANCESCHI et al., 2008). 
 As técnicas convencionais de produção de materiais na faixa nanométrica e/ou 
micrométrica, além de algumas delas não permitirem o controle de tamanho das partículas 
formadas, utilizam solventes orgânicos que conduzem a índices residuais elevados, 
necessitando de etapas de pós-processamento, além de serem suspeitas de conferir toxicidade 
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ao produto final. Adicionalmente, resultam na perda significativa da atividade biológica 
devido às altas temperaturas empregadas, tornando-as pouco atrativas para a precipitação de 
compostos termossensíveis (HE et al., 2007). Estes fatos podem limitar seu uso, uma vez que 
a funcionalidade e as propriedades de aplicação de um material micro ou nanoparticulado são 
altamente dependentes do tamanho, morfologia e estrutura cristalina da partícula (LIN; NG; 
WIBOWO, 2007). 
 O uso de fluidos supercríticos surge como alternativa aos processos 
convencionais, motivado pela exploração das suas características peculiares, especialmente do 
dióxido de carbono (CO2), que é o fluido supercrítico mais utilizado para processos de 
precipitação. O CO2 é versátil, não é tóxico nem inflamável, é quimicamente inerte, 
ambientalmente aceitável, de baixo custo, além de não deixar resíduos tóxicos no produto 
final, e suas propriedades críticas são relativamente amenas (temperatura crítica (Tc) = 
31,1°C, pressão crítica (Pc) = 7,38 MPa - fatores relevantes para reduzir custos operacionais e 
a degradação térmica de compostos bioativos) (COCERO et al., 2009; MARTÍN; COCERO, 
2008). 
 Os processos de precipitação e/ou encapsulação que usam fluidos supercríticos 
são classificados se acordo com a sua função no processo: solvente [Rapid Expansion of 
Supercritical Solutions (RESS), Supercritical Solvent Impregnation (SSI)]; soluto [Particles 
from Gas Saturated Solutions (PGSS)] ou antissolvente [Supercritical Anti-Solvent (SAS); 
Supercritical Fluid Extraction of Emulsions (SFEE)] (COCERO et al., 2009; MARTÍN; 
COCERO, 2008). 
 Especificamente para o processo que emprega fluidos pressurizados como 
antissolventes (SAS), podem-se obter partículas na escala nanométrica ou micrométrica com 
estreita distribuição de tamanho, além de altas porcentagens de encapsulação (MARTÍN; 
COCERO, 2008). A literatura reporta estudos que indicam a possibilidade de utilização desta 
técnica para precipitação e encapsulação de diversos materiais (ARANHA, 2013; 
FRANCESCHI, 2009; REVERCHON et al., 2008; VISENTIN et al., 2012; YANG et al., 
2011). 
 Em geral, processos de micronização e/ou encapsulação estão ganhando cada vez 
mais espaço e destaque no mercado alimentício e farmacêutico, já que pesquisas mostram que 
sistemas de encapsulação na faixa micrométrica e/ou nanométrica podem ser utilizados para 
aumentar a vida de prateleira de alimentos perecíveis, bem como incorporar vitaminas e 
compostos nutracêuticos a fim de oferecer um produto diferenciado no mercado e que 
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possibilite ações benéficas à saúde humana, como anti-hipertensiva, antimicrobiana, 
antioxidante ou anti-inflamatória (PRIAMO, 2011). 
 
1.2 JUSTIFICATIVA  
 A motivação para se realizar o presente trabalho foi fundamentada basicamente 
nos seguintes fatores: 
 
(1º) Tem-se o conhecimento de que é muito grande o teor de resíduos (7,4 milhões de 
toneladas por ano) que as indústrias de processamento de frutas frescas geram por ano, bem 
como o desperdício (1,6 bilhoes de toneladas por ano) das mesmas in natura (FAO, 2013; 
VIGANÓ; MACHADO; MARTÍNEZ, 2015). Dessa forma, propor uma finalidade a estes 
resíduos, como a elaboração de novos produtos alimentícios, farmacêuticos e cosméticos, 
além de agregar valor aos mesmos, contribui com a diminuição dos impactos negativos 
causados pelo seu descarte direto na natureza. 
 
(2º) Sabe-se também que os resíduos provenientes das indústrias de frutas e hortaliças são 
ricas fontes de compostos bioativos. No caso da maioria das frutas de coloração vermelha, 
roxa, violeta e azul, seus resíduos (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; 
MACHADO et al., 2017; MONRAD et al., 2010; PAREDES-LOPEZ et al., 2010; SANTOS; 
VEGGI; MEIRELES, 2010; VIGANÓ; MACHADO; MARTÍNEZ, 2015) são ricos em 
antocianinas que, como já mencionado, são substâncias com alta capacidade antioxidante, que 
conferem benefícios à saúde humana quando ingeridas. Acredita-se que, devido aos efeitos 
benéficos que trazem à saúde, as antocianinas podem ser utilizadas para a produção de 
compostos farmacêuticos e na formulação de novos alimentos. No entanto, antocianinas são 
substâncias extremamente sensíveis às condições adversas do meio ambiente, podendo assim 
ser facilmente degradadas. Para contornar esta situação, propôs-se estudar processos de 
encapsulação, como uma forma de protegê-las contra fatores que causam sua degradação.  
 
(3º) Existem vários processos de encapsulação. Neste contexto, a literatura tem relatado que o 
processo SAS possui algumas vantagens frente às técnicas convencionais, tornando-se assim 
uma técnica promissora, além de empregar o CO2 como fluido supercrítico, que se trata de um 
fluido ambientalmente amigável, e cujas condições de processo são relativamente brandas (Tc 
≈ 31 ºC e Pc ≈ 7,4 MPa), sendo bastante interessante quando se deseja trabalhar com 




 (4º) Apesar de a literatura reportar estudos que indicam a possibilidade de utilização da 
técnica SAS para precipitação e encapsulação de diversos materiais, a maioria dos trabalhos 
que a aplicaram, empregaram solventes considerados tóxicos ou de não grau alimentício, 
como diclorometano, acetona, metanol, acetato de etila, sulfóxido de dimetila (DJERAFI et 
al., 2017; JIN; XIA; ZHAO, 2012; MACHADO JR et al., 2014; MONTES et al., 2016; 
NATOLINO et al., 2016; PROSAPIO; REVERCHON; DE MARCO, 2017), para o preparo 
da solução orgânica. Diante disso, surgiu-se a motivação de emprega-la utilizando etanol, já 
que o mesmo se trata de uma substancia GRAS (Generally Recognized as Safe), além de ser 
uma boa opção de solvente para extrair antocianinas e possuir boa afinidade pelo CO2 
pressurizado. O uso de um antissolvente de grau alimentício foi uma das prioridades deste 
trabalho, aumentando assim o desafio de obter um processo viável. 
 
1.3 OBJETIVOS  
1.3.1 Objetivo Geral  
 A presente tese tem como objetivo geral a extração e encapsulação de 
antocianinas a partir de resíduos gerados do processamento de pequenas frutas utilizando 
fluidos pressurizados. 
 
1.3.2 Objetivos Específicos  
 Para alcançar o objetivo geral, os seguintes objetivos específicos foram propostos:  
a) Fazer o estudo da extração de antocianinas a partir de resíduos gerados do processamento 
de pequenas frutas (mirtilo, amora-preta e grumixama) pelas técnicas PLE, UAE, combinação 
UAE+PLE e Soxhlet, empregando diferentes solventes (etanol 50%, etanol 70% e água 
acidificada pH 2,0); 
b) Caracterizar os extratos em termos do rendimento global, teor de fenólicos totais, teor de 
antocianinas monoméricas totais e individuais e capacidade antioxidante; 
c) Para o estudo de encapsulação: obter extrato etanólico rico em antocianinas a partir do 
resíduo de amora-preta liofilizado e triturado; 
d) Realizar a encapsulação do extrato antociânico de resíduos de amora-preta pelos processos 
spray-drying, freeze-drying e antissolvente supercrítico empregando o polímero 
polivinilpirrolidona (PVP) como material de parede; 
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e) Investigar os efeitos da temperatura, concentração de polímero na solução líquida e vazão 
da solução sobre a encapsulação/co-precipitação do extrato rico em antocianinas através da 
técnica antissolvente supercrítico; 
f) Caracterizar as partículas obtidas pelas diferentes técnicas e condições de encapsulação em 
termos do rendimento global de sólidos, teor de solvente residual, umidade, atividade de água, 
higroscopicidade, conteúdo e perfil de antocianinas, compostos fenólicos totais, capacidade 
antioxidante, rendimento de retenção de antocianinas, morfologia, comportamento térmico, 
cristalinidade e propriedades estruturais. 
 
1.4 ESTRUTURA DA TESE 
 Nesta tese, as etapas de desenvolvimento do projeto de pesquisa são apresentadas 
em oito (8) capítulos. No Capítulo 1 são expostos os principais temas do estudo, as 
justificativas para a realização do presente trabalho, o objetivo geral e os objetivos específicos 
da pesquisa e a estrutura da tese. No Capítulo 2 encontra-se uma breve revisão teórica sobre: 
antocianinas; técnicas de extração; encapsulação, com destaque aos processos de formação 
partículas utilizando fluidos pressurizados; e sobre os materiais de parede usualmente 
empregados na encapsulação de compostos bioativos.  
 Os Capítulos 3, 4 e 5 consistem em artigos publicados ou submetidos para 
publicação em periódicos internacionais. No Capítulo 3 são apresentados os resultados 
experimentais da etapa de extração de antocianinas. Três matérias-primas foram utilizadas 
nesse estudo: resíduos de amora-preta, mirtilo e grumixama. O desempenho do processo 
combinado UAE+PLE foi comparado com aqueles alcançados pelos métodos PLE e UAE 
isolados, e pela extração convencional Soxhlet. O efeito de diferentes solventes extratores 
(mistura etanol e água 50% e 70% de etanol v/v e água acidificada pH 2,0) também foi 
investigado. O Capítulo 4 apresenta o estudo de encapsulação do extrato etanólico 
antociânico, obtido do resíduo de amora-preta liofilizado e triturado, em polivinilpirrolidona 
(PVP) pelas técnicas spray-drying (SD), freeze drying (FD) e antissolvente supercrítico 
(SAS). Posteriormente, no Capítulo 5, o efeito da temperatura, concentração de polímero na 
solução líquida e vazão da solução sob a formação de partículas ricas em antocianinas através 
do processo SAS foram avaliados. Por fim, no Capítulo 6 é apresentada uma discussão geral 
e o relato de alguns desafios encontrados durante o período de doutoramento, e no Capítulo 7 
são apresentadas, sucintamente, as principais conclusões oriundas do desenvolvimento deste 
projeto e sugestões para trabalhos futuros. O Capítulo 8 apresenta as referências 
bibliográficas e no Apêndice são apresentados dados usados neste projeto e resultados de 
25 
 
testes experimentais. Finalmente, o Anexo apresenta a licença para utilização do artigo 
publicado no Capítulo 3 neste documento. 
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2.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1.1 Pequenos frutos 
2.1.1.1 Amora-preta (blackberry) 
 A amora-preta (Rubus spp.) (Figura 1) pertence à família Rosaceae, gênero Rubus, 
formando um grupo diverso e bastante difundido, para o qual se estima existir entre 400 a 500 
espécies, conhecidas como berries, cujo termo vem sendo usado comumente para descrever 
qualquer fruta pequena, de sabor adocicado e formato arredondado, cultivadas na América, 
Europa, Ásia e África (LORENZI et al., 2006; STRIK, 2016).  
 
 
Figura 1 – Amora-preta. 
 
 A amoreira-preta é uma planta rústica, de clima temperado, cujo cultivo vem 
crescendo em diversas regiões do Brasil. Além do Rio Grande do Sul, há plantio de amora-
preta no sul de Minas Gerais, na região de Jundiaí em São Paulo, Curitiba no Paraná e em 
Palmas em Santa Catarina (ANTUNES et al., 2006). A amoreira-preta possui grande 
aceitação pelos produtores, devido ao baixo custo de implantação e produção, facilidade de 
manejo e uso reduzido de defensivos agrícolas. É uma cultura de retorno rápido, pois no 
segundo ano entra em produção. Além do consumo in natura, o grande mercado para 
produtos de amora-preta é gerado a partir do suco clarificado e concentrado, usado como base 
na elaboração de uma vasta gama de produtos, como caldas para sorvetes, geleias, xaropes, 
bebidas alcoólicas, refrescos, corantes naturais e misturas com sucos de outras frutas. Através 
de um programa de melhoramento genético para adaptação ao clima e consumo no Brasil, 
várias cultivares foram desenvolvidas pela Embrapa Clima Temperado, dentre as quais a mais 
comercializada no Brasil atualmente é a Tupy, e em menor escala, Guarani e Brazos 
(FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010).  
 O cultivo de amora-preta se caracteriza pela elevada exigência de mão de obra e 
pela possibilidade de obtenção de alto retorno econômico. A produção comercial mundial 
pode alcançar até 150.000 toneladas por ano sob condições adequadas (KAUME; HOWARD; 
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DEVAREDDY, 2012). No Brasil, as informações estatísticas sobre a produção e 
comercialização de amora-preta são escassas. Entretanto, segundo a evolução de preços e 
volume, apresentada pela CEASA-RS, a safra gaúcha é iniciada em outubro, a US$ 2,54/kg, 
sendo o preço reduzido paulatinamente a 1,90, 1,52 e 1,44, respectivamente, em novembro, 
dezembro e janeiro (ANTUNES, 2002).  
 Vários compostos lipofílicos e hidrofílicos são encontrados em berries, cujas 
propriedades biológicas têm sido atribuídas aos altos níveis e à ampla diversidade de 
compostos fenólicos. Porém, acredita-se que o efeito complementar, aditivo e/ou sinergístico 
resultante dos diversos componentes seja o responsável pelas propriedades biológicas 
benéficas, ao invés de uma única classe ou composto químico. Por este motivo, as berries têm 
sido fonte de extensivos estudos (FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010). 
 Além dos compostos fenólicos, podem-se destacar os pigmentos naturais, 
antocianinas e os carotenoides presentes nestas frutas. O efeito protetor destes compostos tem 
sido relacionado ao seu poder antioxidante, pois os compostos fenólicos, incluindo as 
antocianinas, possuem a capacidade de doar hidrogênios ou elétrons aos radicais livres. Já os 
carotenoides são considerados excelentes desativadores de oxigênio singleto (FERREIRA; 
ROSSO; MERCADANTE, 2010; STRIK, 2016). Vários estudos documentam a alta atividade 
antioxidante da amora-preta com base em sua capacidade de absorção de radical de oxigênio 
(ORAC) em comparação com outras frutas. De fato, as qualidades medicinais das amoras têm 
sido conhecidas desde o século XVI na Europa, onde foram usadas para tratar infecções da 
boca e dos olhos (KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012). 
 Teores de antocianinas de 70 a 201 mg/100 g PF (peso fresco) foram reportados 
em 18 diferentes cultivares de amoras-pretas (Rubus spp.) dos Estados Unidos, França, 
Macedônia, Chile e México (FAN-CHIANG; WROLSTAD, 2005). As cultivares de amoras-
pretas (R. eubatus) Cainguangue, Brazos, Tupy, Guarani e Seleção 97 da Estação 
Experimental (EPAMIG/FECD) de Minas Gerais (Brasil) apresentaram 116 a 194 mg de 
antocianinas/100 g PF, 123 a 233 mg de flavonoides totais/100 g PF e 373 a 499 mg de 
compostos fenólicos/100 g PF (HASSIMOTTO et al., 2008). Sete cultivares de R. fruticosus 
da Itália apresentaram valor médio de 289,3 ± 55,8 mg de compostos fenólicos totais/100 g 
PF (BENVENUTI et al., 2004). 
 
2.1.1.2 Mirtilo (blueberry) 
 O mirtilo, também denominado por “blueberry” e “arándano” (Figura 2), é uma 
frutífera que pertence à família Ericaceae, e é classificado dentro da subfamília Vaccinioideae, 
31 
 
na qual se encontra o gênero Vaccinium. É uma espécie de clima temperado, que apresenta 
grande importância comercial em países da Europa e nos Estados Unidos. É muito apreciado 
pelo seu sabor exótico, valor econômico e, principalmente, por suas propriedades 
nutracêuticas, que se devem especialmente ao alto conteúdo de antocianidinas contidas nos 
pigmentos de cor azul-púrpura (ANTUNES et al., 2008; STRIK, 2016). Esta substância 
favorece a visão, oferece benefícios à pele, aos vasos sangüíneos, ao tratamento de varizes, 
hemorróidas, problemas circulatórios, transtornos cardíacos, feridas externas e internas, 
edema, artritis e artroses (ANTUNES; RASEIRA, 2006). 
 
  
Figura 2 – Mirtilo. 
 
 Conhecido como o “Rei dos Antioxidantes” e o “Fruto da Juventude”, este 
pequeno fruto está no topo dos alimentos com maior teor de antioxidantes já estudado, 
ultrapassando as vantagens de outros vegetais como repolhos, espinafres e brócolis. Possui 
um conteúdo elevado de polifenóis tanto na casca quanto na polpa, e é rico em vitaminas A, B 
e C, possuindo ainda sais minerais, magnésio, potássio, cálcio, fósforo, ferro, manganês, 
açucares, pectina, tanino, ácido cítrico, málico e tartárico (ANTUNES; RASEIRA, 2006). 
Segundo SELLAPPAN; AKOH; KREWER, (2002), a combinação das 11 antocianinas 
presentes no mirtilo responde por 56,3% do valor total de capacidade antioxidante medido 
pelo método ORAC. Em estudos semelhantes, RAMIREZ et al. (2005) observaram que os 
polifenóis encontrados no mirtilo são capazes de reverter declínios na tradução de sinal 
neuronais, bem como déficits no sistema motor e cognitivo, além de a suplementação da dieta 
com mirtilo ser capaz de aumentar a plasticidade hipocampal. Assim, dietas que contenham 
mirtilo podem prevenir problemas relacionados a doenças neurodegenerativas que incluem o 
Mal de Alzheimer, Mal de Parkinson e esclerose lateral. 
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 A versatilidade culinária do mirtilo é outra das características que lhe está 
associada, pois a fruta combina com saladas e outros pratos, é usada na pastelaria, bolos, 
pudins, biscoitos, gelados, batidos, na fabricação de sucos, polpas e geleias, não podendo 
deixar de se salientar o chá e compotas confeccionados a partir destas pequenas frutas 
(ANTUNES; RASEIRA, 2006).  
 No mundo, existem três grupos principais de mirtilo cultivados comercialmente: 
os de arbustos baixos – “lowbush”; os de arbustos altos – “highbush”; e os do tipo olho-de-
coelho – “rabbiteye”. No Brasil, as principais cultivares pertencem ao grupo rabitteye 
(ANTUNES; RASEIRA, 2006). 
 O cultivo no Brasil ainda é pequeno, porém, com perspectivas promissoras, tanto 
para o consumo interno como para exportação. Desta forma, a cultura do mirtilo em nível 
nacional se encontra em fase de desenvolvimento, ainda buscando um sistema de produção 
eficiente e competitivo, que garanta seu ingresso no mercado mundial (RASEIRA & 
ANTUNES, 2004). As primeiras plantas foram trazidas em 1980 pela EMBRAPA - Clima 
Temperado (Pelotas - RS), para avaliação de variedades e a primeira iniciativa comercial no 
país começou a partir de 1990, em Vacaria – RS (MORAES et al., 2007). 
 O quadro produtivo atual, no país, está estimado em cerca de 60 toneladas, 
concentradas nas cidades de Vacaria, Caxias do Sul (RS), Barbacena (MG) e Campos do 
Jordão (SP), totalizando uma área de aproximadamente 35 ha. No Rio Grande do Sul, a região 
de Vacaria é a pioneira no cultivo desta fruta azul e a grande referência na produção 
(ANTUNES; RASEIRA, 2006). 
 Segundo dados do Instituto Brasileiro de Fruticultura (IBRAF), em 2002 o Brasil 
exportou cerca de quatro toneladas de mirtilo, o que representou uma receita de US$ 
24.000,00 aos produtores e divisas para o Brasil. Trata-se de um número pouco significativo, 
face ao potencial natural que o país oferece para a produção comercial (ANTUNES; 
RASEIRA, 2006). 
 A grande questão deste negócio diz respeito a que tipo de fruta o mercado esta 
disposto a comprar e pagar. As principais variedades cultivadas pertencem ao grupo dos 
mirtilos altos (southern highbush). Variedades como Misty, O’neil, Jewel, Santa Fé, 
Bluecrisp, Millenia e Star estão sendo plantadas devido às excelentes características de seus 
frutos e pela exigência do consumidor. Variedades que exigem de 150 a 400 horas de frio são 
perfeitamente adaptáveis às condições de clima presentes no Sul e em algumas áreas do 
Sudeste do Brasil. Com produções de 6 a 20 toneladas por hectare, dependendo do nível 
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 A grumixama (Eugenia brasilienses Lam.) (Figura 3) pertence à família 
Myrtaceae e é um fruto nativo das regiões sul e sudeste da Mata Atlântica do Brasil.  É uma 
fruta semelhante à cereja, com aproximadamente 2,0 cm de diâmetro, apresentando 
mesocarpo espesso, suculento, firme e de sabor adocicado, contendo de 1 a 3 sementes que se 
separam facilmente da polpa. Três variedades foram reconhecidas de acordo com as cores do 
fruto: a variedade-α ou fruto roxo é a mais comum e é conhecida como a cereja brasileira. A 
variedade-  tem frutos vermelhos e a variedade-  possui frutos claros, embora também tenha 
sido descrita como variedade-amarela. Apesar de pertencerem à mesma espécie, as variedades 
amarela e roxa mostram quimiotipos distintos em relação aos perfis terpênicos nas folhas e 
frutos. A grumixama raramente é consumida como uma fruta fresca, mas é comumente usada 
para produzir suco de frutas e polpa congelada, com a polpa contendo freqüentemente uma 
mistura das formas roxas e amarelas (SILVA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2015; 
TEIXEIRA; HASSIMOTTO; LAJOLO, 2018). 
 
  
Figura 3 – Grumixama vermelha e amarela. 
 
  Embora ainda limitado, o cultivo comercial de grumixama começou nos últimos 
anos, e esta planta representa potencial econômico devido aos atributos sensoriais atraentes e 
compostos fenólicos em sua composição, incluindo elagitaninos e flavonoides (TEIXEIRA et 
al., 2015). 
 Em geral, os frutos pertencentes a esta família são conhecidos por serem boas 
fontes de compostos bioativos. A fruta roxa de grumixama é rica em antocianinas, 
principalmente cianidina-3-O-glicosídeo e carotenóides (trans- -criptoxantina) (TEIXEIRA et 
al., 2015; TEIXEIRA; HASSIMOTTO; LAJOLO, 2018). FLORES et al. (2012), 
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identificaram nove antocianinas em frutos de Eugenia brasiliensis: delfinidina-3-O-glicosídio, 
cianidina-3-O-galactosídio, cianidina-3-O-glicosídio, cianidina-3-O-arabinosídio, delfinidina-
3-O-pentosídio, cianidina-3-O-xilosídio, malvidina-3-O-glicosídio, delfinidina e cianidina. 
Dentre estas, sete são relatadas pela primeira vez para este fruto. Além disso, a grumixama 
demonstrou ter uma elevada capacidade antioxidante e atividade anti-inflamatória. 
 
2.1.2 Capacidade antioxidante de materiais vegetais 
 A determinação da capacidade antioxidante dos materiais vegetais, além de 
predizer o potencial antioxidante do alimento antes de ser ingerido, é importante para avaliar a 
proteção contra a oxidação e a deterioração do alimento, reações que podem levar à 
diminuição da sua qualidade e do seu valor nutricional (SUCUPIRA et al., 2012). 
 Foram descritos numerosos métodos de determinação da capacidade antioxidante 
de substâncias e alimentos, mas todos têm em comum a presença de um agente oxidante, um 
substrato adequado e uma estratégia de medida do ponto final (SUCUPIRA et al., 2012). 
 As metodologias para a determinação da capacidade antioxidante podem estar 
sujeitas a interferências, além de se basearem em fundamentos diversos. Dessa forma, levando 
em conta os pontos fortes, pontos fracos e aplicabilidade de cada tipo de ensaio, atualmente 
preconiza-se a utilização de duas ou mais técnicas, já que nenhum ensaio usado isoladamente 
para determinar a capacidade antioxidante irá refletir exatamente a “capacidade antioxidante 
total” de uma amostra (PRIOR; CAO, 1999). 
 
2.1.2.1 Método do radical ABTS 
 O radical ABTS●+, que apresenta cor azul esverdeada, é produzido a partir de um 
precursor, o ácido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfônico, por reação com persulfato 
de potássio. O radical ABTS é um composto cromóforo quimicamente estável, apresenta alta 
solubilidade em água e um máximo de absorbância a 414 nm, e medidas secundárias de 
absorbância a 645, 734 e 815 nm (SUCUPIRA et al., 2012). 
 O radical ABTS●+ deve ser gerado por reações enzimáticas ou químicas, podendo 
ser solubilizado em meios orgânicos e aquosos nos quais a atividade antioxidante pode ser 
determinada, dependendo da natureza dos compostos antioxidantes (ARNAO, 2000). 
 O método do ABTS (2,2-azino-bis(ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid) 
diammonium salt) está baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar o cátion 
ABTS●+. Esta captura provoca um decréscimo na absorbância, que é lida a partir da mistura 
35 
 
do radical com o antioxidante em diferentes tempos, sendo representadas graficamente 
(PÉREZ-JIMÉNEZ; SAURA-CALIXTO, 2006). 
 Este método apresenta vantagem em relação a outros, pois pode ser utilizado tanto 
para amostras hidrossolúveis quanto lipossolúveis. Tem sido utilizado em vários tipos de 
frutos como acerola, goiaba, camu-camu, açaí, maracujá, pitanga, entre outros (SUCUPIRA et 
al., 2012). 
  
2.1.2.2 Método do radical DPPH 
 O DPPH é um método químico, aplicado para determinar a capacidade 
antioxidante de um composto em sequestrar radicais livres, sendo um dos mais utilizados, 
pois é considerado um método rápido, prático e com boa estabilidade. 
 O DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) é um radical de nitrogênio orgânico, estável, 
de cor violeta, que possui absorção na faixa de 515-520 nm. A redução do radical DPPH é 
monitorada pelo decréscimo da absorbância durante a reação. O radical é disponível 
comercialmente o que evita sua geração por distintas formas (como ocorre com o método 
ABTS), além de facilitar seu uso (SUCUPIRA et al., 2012).  
 Na presença de um doador de hidrogênio ou elétron, a intensidade de absorção 
diminui e a solução com o radical perde cor, tornando-se amarela, de acordo com o número de 
elétrons capturados. Isto é, quando o elétron desemparelhado do átomo de nitrogênio no 
DPPH recebe um átomo de hidrogênio proveniente de compostos antioxidantes, ocorre a 
mudança de cor (SUCUPIRA et al., 2012).  
 
2.1.2.3 Método ORAC (Capacidade de Absorção de Radicais de Oxigênio) 
 O método ORAC consiste na medida do decréscimo da fluorescência das 
proteínas, como consequência da perda de sua conformidade ao sofrer dano oxidativo. Utiliza 
como molécula alvo dos radicais livres de oxigênio as ficobiliproteínas ß-ficoeritrinas ou R-
ficoeritrina, altamente fluorescentes, que contêm um pigmento vermelho fotorreceptor (34 
grupos prostéticos tetrapirrólicos unidos covalentemente). Essas proteínas derivam de 
espécies de algas roxas e cianobactérias e possuem um peso molecular de 250.000 daltons 
(PRIOR; CAO, 1999). 
 Os radicais peroxila diminuem a fluorescência da ficoeritrina e da fluoresceína. O 
antioxidante adicionado reage rapidamente com os radicais, doando átomos de hidrogênio e 
inibindo a perda da intensidade da fluorescência. Essa inibição é proporcional à atividade 
antioxidante (WU et al., 2004). 
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 O ensaio ORAC, usando fluoresceína, pode medir a atividade antioxidante dos 
componentes lipofílicos de uma amostra, usando ciclodextrina metilada, que aumenta a 
solubilidade em água dos compostos lipossolúveis, pois é uma molécula anfipática.  
 O método ORAC possui uma vantagem muito importante com relação aos outros 
métodos de determinação da capacidade antioxidante que usam a absorbância, que é o uso da 
fluorescência como medida do dano oxidativo, pois, assim, ocorre menor interferência dos 
compostos coloridos presentes nas amostras. Este é um fator importante a se considerar 
quando se analisam alimentos que possuem cor (especialmente frutos e hortaliças), 
suplementos de produtos naturais e vinho tinto. Outra vantagem é o uso de radicais peroxila 
ou hidroxila como pró-oxidantes, conferindo maior significado biológico em relação aos 
métodos que usam oxidantes, não necessariamente pró-oxidantes fisiológicos (SUCUPIRA et 
al., 2012). 
 
2.1.2.4 Método FRAP 
 O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) também é utilizado para 
medir a capacidade antioxidante de frutos. Neste método, o complexo férrico-tripiridiltriazina 
(FeIII -TPZ) é reduzido ao complexo ferroso (FeII -TPZ), na presença de um antioxidante e em 
condições ácidas. O complexo formado por esta reação possui uma coloração azul intensa, 
com absorção máxima a 593 nm (SUCUPIRA et al., 2012).  
 
2.1.3 Antocianinas: Definição, estrutura e propriedades  
 As antocianinas são compostos fenólicos pertencentes ao grupo dos flavonoides 
que se encontram largamente distribuídos na natureza, e são pigmentos vegetais responsáveis 
pela maioria das cores azul, violeta e quase todas as tonalidades de vermelho que aparecem 
em flores, frutos, como a amora-preta, o mirtilo e a grumixama, algumas folhas, caules e 
raízes de plantas. São compostos solúveis em água e altamente instáveis em temperaturas 
elevadas (MALACRIDA; MOTTA, 2006). A Figura 4 ilustra a estrutura básica da molécula 
de uma antocianina. 
 A molécula de antocianina é constituída por duas ou três porções: uma aglicona 
(antocianidina), um grupo de açúcares e, frequentemente, um grupo de ácidos orgânicos 
(FRANCIS, 1989). Aproximadamente 22 agliconas são conhecidas, das quais 18 ocorrem 
naturalmente e apenas seis (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e 
malvidina) são importantes em alimentos (FRANCIS, 2000). 
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 Antocianidinas livres são raramente encontradas em plantas, ocorrendo 
comumente glicosiladas com açúcares que estabilizam a molécula (FRANCIS, 2000). A 
glicosilação pode ocorrer em várias posições, sendo observada com maior frequência na 
posição 3. O segundo açúcar, quando presente na molécula, encontra-se na posição 5, porém 
podem ocorrer glicosilações na posição 7 (BROUILLARD; DUBOIS, 1977). Glicose, 
ramnose, xilose, galactose, arabinose e frutose são os açúcares mais comumente ligados às 
antocianidinas, aparecendo como monoglicosídeos, diglicosídeos e triglicosídeos glicosilados 
diretamente na aglicona. Os glicosídeos presentes nas moléculas de antocianinas aumentam 
sua solubilidade em soluções aquosas e estabilidade quando comparadas com as 
antocianidinas (FRANCIS, 1989; HE; GIUSTI, 2010). 
 
 
Figura 4 – Estrutura química das principais antocianinas encontradas na natureza. 
Fonte: Malacrida e Motta (2006). 
 
 
 Muitas vezes, os açúcares das antocianinas são acilados pelos ácidos p-cumárico, 
ferúlico, caféico, p-hidroxibenzóico, sinápico, malônico, acético, succínico, oxálico e málico 
(FRANCIS, 1989; HE; GIUSTI, 2010). Os substituintes acila encontram-se usualmente 
ligados à hidroxila do açúcar na posição 3, e com menor frequência nas posições 4 e 6. É 
importante salientar que antocianina natural nunca apresenta as hidroxilas das posições 5 e 7 
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substituídas ao mesmo tempo. Um dos grupos hidroxila deve permanecer livre em uma dessas 
posições para a formação da estrutura quinoidal (Figura 5), responsável pela cor 
(BROUILLARD; DUBOIS, 1977). 
 As antocianinas compõem a única subclasse dos flavonoides que sofre 
transformações estruturais reversíveis em solução com a mudança de pH do meio (Figura 5). 
O pH exerce profunda influência na cor das antocianinas, assim como na sua estabilidade. As 
antocianinas são mais estáveis em soluções ácidas do que em neutras e alcalinas (JACKMAN 
et al., 1987). Em solução aquosa, segundo BROUILLARD e DUBOIS (1977), podem existir 
quatro formas estruturais de antocianinas em equilíbrio (Figura 5): o cátion flavílico, a base 
quinoidal, a pseudobase ou carbinol e a chalcona. Em condições fortemente ácidas (pH 
inferior a 3), a antocianina existe primariamente na forma de cátion flavílico de cor vermelha. 
Elevando-se o pH ocorre a rápida perda do próton para produzir as formas quinoidais, azuis 
ou violetas. Em paralelo ocorre a hidratação do cátion flavílico (AH+), gerando a pseudobase 
incolor ou carbinol que atinge o equilíbrio lentamente com a chalcona incolor. As quantidades 
relativas de cátion (AH+), formas quinoidais, pseudobase e chalcona na condição de equilíbrio 
variam conforme o pH e a estrutura da antocianina (JACKMAN et al., 1987; ROUTRAY; 
ORSAT, 2011). 
 As antocianinas são rapidamente degradadas pelo aquecimento durante o 
processamento e estocagem de alimentos. Muitos estudos demonstraram relação logarítmica 
entre a destruição das antocianinas e o aumento aritmético da temperatura. Processos 
utilizando baixo tempo em alta temperatura têm sido recomendados para melhor retenção 
destes pigmentos (PATRAS et al., 2010). 
 O mecanismo da degradação térmica das antocianinas ainda não foi 
completamente elucidado. ADAMS e ONGLEY (1973) mostraram que, para pH acima de 
4,0, o aquecimento das antocianinas provoca primeiramente a hidrólise da ligação glicosídica 
com posterior formação da chalcona. Além disso, existem evidências de que a hidrólise 
glicosídica das antocianinas seja a principal causa da perda de cor, uma vez que a velocidade 
da liberação do açúcar é proporcional à velocidade da perda da cor vermelha. 
 Outros fatores, além do pH e da temperatura, que podem comprometer a 
estabilidade das antocianinas incluem oxigênio, enzimas, luz, acilação, copigmentação e íons 
metálicos, o que dificulta sua aplicação como corante alimentício (FRANCIS, 1989; 





Figura 5 – Transformações estruturais de antocianinas em meio aquoso em função do pH. 
Fonte: Adaptado de Jackman et al. (1987). 
 
 
 De forma geral, em mirtilo, amora-preta e grumixama o conteúdo de antocianinas 
totais monoméricas é da ordem de 150-700, 70-350 e 10-100 mg de cianidina-3-O-
glicosídeo/100 g de fruta fresca, respectivamente, sendo que esses números podem variar de 
acordo com a cultivar e fatores ambientais. Dentre as antocianinas identificadas nessas frutas 
incluem-se a cianidina-3-O-glicosídeo, cianidina-3-O-arabinosídeo, cianidina-3-O-
galactosídeo, malvidina-3-O-glicosídeo, pelargonidina-3-O-glicosídeo, cianidina-3-O-
xilosídeo, cianidina-3-O-rutinosídeo, cianidina-malonoil–O-glicosídeo, cianidina-dioxaloil-O-
glicosídeo, peonidina-3-O-glicosídeo e malvidina-acetilglicosídeo. Em termos quantitativos, 
80% do total das antocianinas são cianidina-3-O-glicosídeo (JACQUES; ZAMBIAZI, 2011; 
KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2011; SEERAM et al., 2006; SERRAINO et al., 2003; 
SILVA et al., 2014).  
 Amora-preta, mirtilo, grumixama e outras frutas contêm antocianinas 
monoméricas, responsáveis pela pigmentação de cores vermelha e violeta, e poliméricas, que 
apresentam a coloração marrom. O conteúdo de antocianinas poliméricas é menor em frutas e 
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vegetais frescos (em torno de 10%). Em alimentos provenientes destes produtos, esse teor é 
maior (30%). Este aumento, devido às condições de processamento e armazenamento, pode 
acabar afetando as propriedades funcionais destes produtos, como atividade antioxidante, 
aroma, sabor e coloração, tornando-a menos intensa e mais escurecida. As reações 
responsáveis por essas transformações incluem, frequentemente, a condensação direta entre 
antocianinas e flavonóis e a polimerização das próprias antocianinas (MALACRIDA; 
MOTTA, 2006). 
 Recentemente, o conhecimento das propriedades antioxidantes das antocianinas 
tem evocado uma nova visão em direção aos efeitos benéficos que elas proporcionam a saúde, 
tais como prevenção de doenças crônicas não transmissíveis, como as doenças 
cardiovasculares e o câncer. As antocianinas são incluídas na categoria de neutralizadores de 
radicais livres, sendo muito eficientes na prevenção da autoxidação (FRANCIS, 1989). Além 
disso, elas possuem propriedades antimicrobianas, anti-inflamatórias e anticancerígenas. 
 Em geral, as antocianinas são multifuncionais como antioxidantes, pois atuam de 
várias formas: (1) combatendo os radicais livres através da doação de um átomo de 
hidrogênio de um grupo hidroxila (SIRIWOHARN et al., 2004) da sua estrutura aromática, 
que possui a capacidade de suportar um elétron desemparelhado através do deslocamento 
deste ao redor de todo o sistema de elétrons da molécula; (2) quelando metais de transição, 
como o Fe2+ e o Cu+; (3) interrompendo a reação de propagação dos radicais livres na 
oxidação lipídica; (4) modificando o potencial redox do meio; (5) reparando a lesão a 
moléculas atacadas por radicais livres (KARAKAYA, 2004). 
 Apesar de largamente disseminadas na natureza, há poucas fontes comercialmente 
utilizáveis para se extrair antocianinas e outros compostos que possuam poder corante ou 
características bioativas. Entre essas, pode-se citar os resíduos gerados nos processamentos de 
frutas vermelhas. Isso evidencia a importância da reutilização do bagaço dessas frutas para a 
extração de fitoquímicos (MALACRIDA; MOTTA, 2006). 
 
2.1.4 Resíduos de frutas 
 Vários subprodutos do processamento de alimentos, como cascas e bagaço 
(sementes + casca) de frutas, representam uma fonte abundante de compostos bioativos, 
incluindo os polifenóis, como as antocianinas (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 
2006; IGNAT; VOLF; POPA, 2011; KOWALSKA et al., 2017). A concentração destes 
compostos depende do processo de fabricação e da variedade do fruto. Fatores como cultivar, 
condições de cultivo, tempo de contato do resíduo com o produto, temperatura de processo e a 
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presença de sementes afetam a transferência de fenólicos, antocianinas e outros compostos 
bioativos para o produto principal, o que irá determinar a quantidade disponível de 
fitoquímicos no bagaço (MOURE et al., 2001). 
 Em alguns casos estes subprodutos são reutilizados para adubação de solo ou na 
complementação de ração animal, mas a maior parte é desperdiçada, sendo dessa forma 
desviada para aterros. Devido à European Landfill Directive, a indústria de alimentos é 
forçada a reduzir a porcentagem de resíduos e subprodutos destinados a aterros até 2020 
(ABDILLE et al., 2005; WIJNGAARD; BALLAY; BRUNTON, 2012). Dessa forma, 
pesquisas referentes ao desenvolvimeto de novas tecnologias de extração ou otimização das 
mesmas são de grande interesse para esse tipo de indústria, já que são maneiras de conseguir 
tal redução. 
 As pequenas frutas vermelhas (como amora-preta, mirtilo, grumixama, juçara, 
framboesa, morango e cereja), também conhecidas por “berries”, assim como outras frutas, 
têm sido utilizadas pela indústria, tanto in natura como processadas, para a fabricação de 
sucos, polpas e derivados (geleias, iogurtes, sorvetes). De acordo com SOUSA et al. (2011) 
estima-se que 30 a 40% (m/m em base úmida) de todas as frutas frescas processadas sejam 
descartadas como resíduos. Os tipos de resíduos dependem do processo aplicado e do tipo de 
fruta, mas, em geral, consistem em cascas, hastes e sementes e são ricos em compostos 
bioativos. Como relatado em várias pesquisas, o teor de polifenóis presentes no bagaço 
(principalmente na casca) provenientes de sucos e derivados é da ordem de, 
aproximadamente, 68% do conteúdo total de compostos fenólicos presentes no fruto 
(FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010; KECHINSKI, 2011; Bravo; HOWARD; 
PRIOR, 2010). Isto se deve à ação fitoprotetora destes compostos, protegendo os frutos contra 
fitopatógenos e outras fontes de estresse como ferimentos, radiação solar intensa e baixas 
temperaturas, resultando em uma maior atividade antioxidante da casca destes frutos 
(FACHINELLO, 2008). 
 Nas cascas de vários frutos foram encontradas maiores quantidades de compostos 
fenólicos que nas partes carnudas comestíveis. Por exemplo, nas cascas das maçãs, tomates, 
uvas, romãs, pêssegos, ameixas e pêras encontrou-se o dobro da quantidade de fenólicos totais 
do que na polpa (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; GALANAKIS, 2012; 
KOWALSKA et al., 2017). Acredita-se que para a amora-preta, mirtilo e grumixama (fontes 




 O crescente interesse na extração de antocianinas do bagaço das frutas vermelhas 
surgiu devido às suas propriedades que beneficiam a saúde (redução do estresse oxidativo, 
propriedade de eliminar radicais livres, auxiliando na redução do risco de câncer e doenças, 
bem como a regulação do colesterol). Além disso, extratos contendo antocianinas têm 
potencial como corantes naturais para a produção de medicamentos, cosméticos e produtos 
alimentícios (FACHINELLO, 2008; HE; GIUSTI, 2010). 
 De acordo com VATAI, ŠKERGET e KNEZ, (2009), do ponto de vista 
econômico, as melhores fontes para obtenção de compostos fenólicos para comercialização 
são os resíduos industriais de materiais vegetais com alta disponibilidade desses compostos. 
Compostos bioativos vêm sendo extraídos a partir de bagaço de uva, jabuticaba, batata, 
maças, mirtilo, entre outros vegetais, usando uma combinação de solventes como ácidos, 
água, metanol, acetona e clorofórmio, alguns dos quais são tóxicos, caros e perigosos para o 
ambiente e para a saúde humana. Diante disso, compostos fitoquímicos extraídos devem ser 
submetidos à remoção de solvente antes da incorporação em produtos alimentares por 
filtragem, e à concentração dos extratos por evaporação sob vácuo (FACHINELLO, 2008). 
No entanto, métodos clássicos de extração consomem muito solvente e tempo, e podem 
promover a degradação dos compostos de interesse durante o processo de extração. 
 A utilização das técnicas de extração com líquido pressurizado (PLE) e a extração 
assistida com ultrassom (UAE) são alternativas atraentes, porque permitem a extração rápida 
e reduzem o consumo de solvente. Estas técnicas têm sido utilizadas com sucesso para a 
extração de compostos fitoquímicos de vários vegetais (CASAZZA et al., 2010; LUTHRIA, 
2008; MACHADO et al., 2015; MONRAD et al., 2010; PAES et al., 2014; SANTOS; 
VEGGI; MEIRELES, 2012; WIJNGAARD et al., 2012). 
 
2.1.5 Técnicas de extração de antocianinas 
 A extração é uma operação unitária que tem por objetivo separar determinadas 
substâncias a partir de matrizes sólidas, semi-sólidas ou líquidas, através de processos 
químicos, físicos ou mecânicos. A técnica de extração empregada na obtenção de extratos de 
produtos naturais influencia diretamente sua qualidade e sua composição final. O 
procedimento de extração é determinado com base na família de compostos a ser extraída e se 
o objetivo é quantitativo e/ou qualitativo. O rendimento e a composição dos extratos 
dependem tanto do solvente utilizado como do método aplicado, que pode ser baseado em 
mecanismos químicos diferentes, pois a solubilidade de substâncias é função de uma 
afinidade química existente entre as espécies do sistema, que é função de sua polaridade, ou 
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seja, diferentes substâncias serão extraídas de acordo com seu grau de polaridade e do 
solvente utilizado. Quando o objetivo é obter corantes ou produtos antioxidantes para a 
indústria de alimentos, as extrações geralmente são realizadas utilizando água, álcoois ou uma 
mistura deles, como é o caso dos flavonoides, que são compostos polares. Na maioria dos 
casos, a temperatura de extração e a natureza do solvente determinam o poder de dissolução 
do soluto (GARCIA-SALAS et al., 2010; WIJNGAARD et al., 2012). 
 A extração de antocianinas a partir de fontes naturais é realizada por técnicas 
tradicionais, como extração em aparelho Soxhlet, maceração e agitação mecânica. No entanto, 
estas técnicas são ineficientes, devido aos baixos rendimentos de extração, longo tempo de 
extração, consomem grandes quantidades de amostras e solventes orgânicos, dos quais os 
últimos são muitas vezes dispendiosos, além do seu impacto negativo sob o meio ambiente e 
serem nocivos à saúde humana. Uma das principais desvantagens dos métodos tradicionais de 
extração está no fato de, muitas vezes, os extratos obtidos necessitarem de subsequente 
concentração e purificação antes da análise e do consumo. Além disso, ao se considerar a 
extração de compostos bioativos sensíveis, termolábeis e que são encontrados em baixas 
concentrações, as técnicas de extração tradicionais não seriam a opção mais adequada. Na 
tentativa de superar estas limitações, diversas outras técnicas de extração têm sido 
desenvolvidas. Entre elas, a extração assistida por microondas (MAE - Microwave Assisted 
Extraction), a extração assistida por ultrassom (UAE - Ultrasound Assisted Extraction), a 
extração assistida por campo elétrico pulsado (PEF - pulsed electric field), a extração com 
fluido supercrítico (SFE - supercritical fluid extraction) e a extração com líquido pressurizado 
(PLE - pressurized liquid extraction), têm sido intensivamente estudadas, uma vez que estão 
sendo relatadas inúmeras vantagens destas sobre os processos tradicionais, tais como boa 
eficiência, rapidez, reprodutibilidade, maior flexibilidade e uso de solventes não poluentes e 
seguros (AZMIR et al., 2013; BARBA et al., 2016; CAMEL, 2001; CARABIAS-
MARTÍNEZ et al., 2005; IGNAT; VOLF; POPA, 2011; WIJNGAARD; BALLAY; 
BRUNTON, 2012). 
 
2.1.5.1 Extração com líquido pressurizado (PLE) 
 A PLE é uma técnica que envolve a extração com solventes líquidos a altas 
temperaturas e pressões, visando aumentar a eficiência e a rapidez do processo quando 
comparada com as técnicas realizadas próximas à temperatura ambiente e pressão 
atmosférica. Todos os solventes podem, potencialmente, ser usados na PLE, exceto quando 
eles atingem seu ponto de auto-ignição (CAMEL, 2001; PRONYK; MAZZA, 2009).  
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 Extrações realizadas em temperaturas elevadas podem ser vantajosas devido a 
alterações na transferência de massa e no equilíbrio na superfície. Temperaturas elevadas de 
extração fazem aumentar a taxa de transferência de massa e taxas de extração, já que 
geralmente implicam em: i) um aumento da capacidade dos solventes solubilizarem os 
solutos, ii) um aumento da taxa de difusão, iii) uma maior ruptura das ligações entre os 
solutos e a matriz e consequente melhora na aceleração da cinética de dessorção, iv) uma 
diminuição da viscosidade do solvente e v) diminuição da tensão superficial do solvente, 
fazendo com que haja maior penetração do solvente nos poros da matriz (PRONYK; 
MAZZA, 2009; RAMOS; KRISTENSON; BRINKMAN, 2002; WIJNGAARD et al., 2012). 
 A elevada pressão aplicada, geralmente variando de 4 a 20 MPa, garante que o 
solvente se mantenha no estado líquido na temperatura de processo (RAMOS; 
KRISTENSON; BRINKMAN, 2002). Esta é a principal razão para a utilização de pressão 
alta. De acordo com o relato de alguns autores, os efeitos da pressão parecem contribuir muito 
pouco, chegando a ser insignificantes, nas propriedades do solvente e, portanto, os 
pesquisadores geralmente aplicam uma pressão constante nos experimentos de PLE. A baixa 
contribuição da pressão se deve ao fato de o fluido empregado na técnica PLE ser um líquido, 
e na maioria dos casos substâncias neste estado de agregação são incompressíveis 
(MUSTAFA; TURNER, 2011; RAMOS; KRISTENSON; BRINKMAN, 2002). De fato, em 
elevadas temperaturas e pressões, o solvente pode ser considerado como estando em um 
estado subcrítico (CAMEL, 2001). A Figura 6 apresenta um diagrama de fases da água pura, 
mostrando a região do estado subcrítico. A área hachurada (Figura 6) indica a região preferida 
para se realizar a extração com água no estado líquido subcrítico (KING; GRABIEL, 2007; 
WIJNGAARD et al., 2012). 
 A PLE geralmente requer menos tempo (o tempo de extração varia entre 5 a 30 
minutos) e menor consumo de solventes que as técnicas convencionais (CARABIAS-
MARTÍNEZ et al., 2005). Esta é a razão pela qual a PLE pode ser de interesse comercial, 
como um método de extração alternativo para a obtenção de antocianinas a partir de 
subprodutos da indústria alimentícia. 
 A fim de recuperar compostos naturais de résiduos oriundos da indústria de 
alimentos, tal como do bagaço da amora-preta, solventes GRAS (Generally Recognized as 
Safe), como etanol e água, são os mais recomendados para serem utilizados na extração. 
 A técnica PLE é também conhecida como extração com fluido pressurizado (PFE 
- pressurized fluid extraction), extração com solvente subcrítico, extração acelerada com 
solvente (ASE - accelerated solvent extraction), extração com solvente quente pressurizado 
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(PHSE - pressurized hot solvent extraction) e extração com solvente a alta pressão (HPSE - 
high pressure solvent extraction). Quando 100% de água é utilizada como solvente, a PLE é 
geralmente denotada pelos seguintes termos: extração com água subcrítica (SWE - subcritical 
water extraction),  extração com água quente pressurizada (PHWE - pressurized hot water 
extraction), extração com água pressurizada a baixa polaridade, extração com água 
superaquecida e ainda podem ser encontrados na literatura os termos “extração com água 
líquida quente” ou “extração com água a alta temperatura” (CARABIAS-MARTÍNEZ et al., 
2005; MUSTAFA; TURNER, 2011; PRONYK; MAZZA, 2009). 
 
  
Figura 6 – Diagrama de fase da água pura. PT e PE representam o ponto triplo e o ponto de 
ebulição da água pura, respectivamente. Fonte: Adaptado de King e Grabiel (2007). 
 
  
 Um sistema básico (Figura 7) de extração utilizando líquido pressurizado consiste 
em um reservatório para conter o solvente, uma bomba, uma válvula de bloqueio, uma célula 
de extração, uma válvula reguladora de pressão e um frasco para a coleta dos extratos. A 
célula extratora geralmente é construída dentro de um forno de temperatura controlada. Em 
várias unidades adiciona-se uma bobina antes do extrator para o pré-aquecimento do solvente 
e um sistema de resfriamento após o mesmo para que o extrato atinja a temperatura ambiente 
(CAMEL, 2001; GARCÍA-MARINO et al., 2006; PRONYK; MAZZA, 2009; RAMOS; 
KRISTENSON; BRINKMAN, 2002; WIBOONSIRIKUL; ADACHI, 2008). Depois de 
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encher a célula de extração com a amostra e colocá-la no forno, o experimento se inicia com o 
bombeamento do solvente na vazão selecionada. A extração propriamente dita começa apenas 
quando o sistema atinge a temperatura e a pressão selecionadas para os experiementos de PLE 
(RAMOS; KRISTENSON; BRINKMAN, 2002). Além disso, antes da PLE, o pré-tratamento 
das amostras pode ser necessário, como, por exemplo, secagem ao ar ou liofilização. Em 
seguida, a amostra seca deve ser moída para se obter um tamanho menor e mais homogêneo. 
O pré-tratamento da amostra facilita o transporte de soluto para a superfície das partículas 
(WIBOONSIRIKUL; ADACHI, 2008). Entretanto, a extração de amostras úmidas utilizando 
a água como solvente geralmente permite a eliminação da etapa de secagem ou liofilização, o 
que minimiza o pré-tratamento das mesmas, evidenciando assim mais uma vantagem desta 
técnica frente a outros métodos de extração. 
 
 
Figura 7 – Diagrama esquemático de uma unidade extratora típica utilizando solvente 
pressurizado. Fonte: Adaptado de García-Marino et al. 2006. 
 
 
2.1.5.2 Extração assistida com ultrassom (UAE) 
 Atualmente a UAE é uma poderosa ferramenta na extração de compostos 
bioativos. O uso de ondas ultrassônicas aumenta a eficiência do processo, reduz a temperatura 
necessária e favorece a solubilização dos compostos alvo no solvente (AZMIR et al., 2013).  
 As ondas ultrassônicas são vibrações mecânicas aplicadas em sólidos, líquidos ou 
gases, cuja frequência está acima da sensibilidade da audição humana (em torno de 20 kHz). 
Assim, os dispositivos de ultrassom para extração funcionam na faixa de 20 kHz a 2 MHz. 
Tais ondas são diferentes das ondas eletromagnéticas, pois necessitam de matéria para se 
propagar. Elas são caracterizadas por sua frequência e comprimento de onda, e o produto 
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matemático destes parâmetros resulta na velocidade da onda através do meio (CHEMAT et 
al., 2017; PANJA, 2017). 
 Durante o processo de aplicação de ultrassom em meio líquido, ondas 
longitudinais são formadas, criando regiões alternadas de compressão e expansão induzidas 
sobre as moléculas (Figura 8). Nestas regiões de mudança de pressão o fenômeno da 
cavitação ocorre e bolhas de gás são formadas. Dessa forma, o uso de ultrassom na extração 
de compostos vegetais permite melhor penetração do solvente no corpo da planta e a quebra 
das paredes celulares, como esquematicamente apresentado na Figura 9. O mecanismo pode 
ser descrito em 4 etapas. No primeiro passo (a) as bolhas de cavitação são geradas perto da 
superfície da matriz vegetal. No segundo passo (b) as bolhas são colapsadas liberando um 
microjato, com alta pressão e temperatura, em direção à superfície. No terceiro passo (c) a 
superfície da matriz é rompida e um contato direto é estabelecido entre os ingredientes ativos 
dentro da célula e o solvente externo. Finalmente (d), os componentes ativos são liberados e 
transportados para o solvente (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; PANJA, 2017; 
VILKHU et al., 2008). Desta forma, as ondas de ultrassom intensificam a transferência de 
massa. Como este mecanismo funciona em qualquer meio líquido, o uso de UAE não é 
restringido pela seleção de solventes. É uma maneira inovadora e única de agitar uma mistura 
sólido/solvente onde a agitação mecânica não é possível ou não é segura por corrosão 
(PANJA, 2017).  
 
 






Figura 9 – Colapso da bolha de cavitação e liberação de material vegetal.  
Fonte: Adaptado de Chemat et al. (2011). 
  
 
 A UAE apresenta múltiplas vantagens: é um método simples, bastante rápido, de 
baixo custo e eficiente para aumentar a transferência de massa, requer menos solvente e é 
compatível com qualquer solvente. No entanto, a afinidade dos solventes para os 
componentes ativos deve ser considerada. Além disso, a sonicação pode contribuir para 
aumentar a solubilidade dos compostos de interesse, devido ao aumento localizado da 
temperatura e da pressão na zona da implosão das microbolhas (AZMIR et al., 2013; PANJA, 
2017).   
 Entre os sistemas de ultrassom usados, o mais comum é o banho ultrassônico, que 
surgiu inicialmente para fins de limpeza e é equipado com um transdutor submerso em um 
tanque convencional. Embora este seja um método simples e de fácil utilização, apresenta 
como desvantagem o aquecimento do fluido que circunda o recipiente contendo a mistura 
sólido-líquido. A falta de uniformidade na distribuição da energia ultrassônica e diminuição 
da potência com o tempo também são importantes desvantagens (VINATORU, 2001; 
VINATORU et al., 1997). 
 A produção de cavitação também pode ser realizada por sonicação direta, através 
da inserção de um dispositivo que gera as ondas ultrassônicas diretamente em contato com a 




laboratório, com capacidade de agir diretamente na mistura sólido-líquido. A vantagem das 
sondas em relação aos banhos de ultrassom é a energia localizada e uma melhor distribuição 
das ondas, que promove uma cavitação mais eficiente no líquido (VINATORU, 2001; 
VINATORU et al., 1997).  
 Os parâmetros que influenciam a eficiência da UAE podem ser tanto de natureza 
intrínseca (frequência, comprimento de onda, amplitude de onda, configuração do reator, etc.) 
quanto extrínseca (tempo de sonicação, temperatura, presença de gases, tamanho de 
partículas, pressão externa aplicada, viscosidade, tensão superficial, pressão de vapor do 
solvente) (CHEMAT et al., 2017). Como exemplo, é sabido que quanto menor a frequência 
utilizada nos equipamentos de ultrassom, maiores e menos numerosas são as microbolhas 
formadas. Com a implosão dessas microbolhas, uma grande quantidade de energia é liberada 
por meio de microjatos, que aumentam a turbulência e consequentemente intensificam a 
reatividade química do meio por possibilitar um maior rompimento celular (AZMIR et al., 
2013). Entretanto, conforme a frequência do ultrassom aumenta, as bolhas formadas são 
menores e o colapso é menos intenso. Assim, o fenômeno difusivo é mais influente no 
processo de transferência de massa que o comprimento celular propriamente dito. Com uso de 
frequências muito altas (> 1 MHz), os efeitos da cavitação são suprimidos pelos efeitos 
streaming, e o emprego dessa forma de energia na indústria de alimentos é pouco provável, 
pois têm maior consumo energético e não apresenta rendimentos tão elevados em processos 
de extração, sendo suas aplicações voltadas a indústria de eletrônicos, na limpeza de 
componentes sensíveis (CHEMAT et al., 2017; PICÓ, 2013). 
 
2.1.6 Encapsulação 
 A encapsulação consiste no empacotamento de compostos de interesse, como 
pigmentos, acidulantes, nutrientes, enzimas, conservantes e bioativos, através de membranas. 
Estas membranas são denominadas de agente encapsulante, cobertura, agente carreador, 
material de revestimento ou material de parede, enquanto os materiais encapsulados são os 
recheios ou núcleos (GIBBS et al., 1999). Os produtos destes processos geram, quase sempre, 
dois tipos de estruturas, as microesferas (Figura 10-A) e microcápsulas (Figura 10-B). 
Microesferas são sistemas onde o encapsulado se encontra disperso ou solubilizado no interior 
da matriz, obtendo um sistema monolítico e não sendo possível identificar um núcleo 
diferenciado. As microcápsulas, ao contrário, são sistemas onde é possível identificar um 
núcleo diferenciado, que pode ser líquido ou sólido, onde o material se encontra envolvido 





Figura 10 – Representação de microesferas (A) e microcápsulas (B). 
Fonte: Jung e Perrut (2001). 
 
 
 Existem três possíveis classificações referentes aos tamanhos dos sistemas 
encapsulantes ou partículas encapsuladas: macropartículas (> 5000 µm), micropartículas (0,2-
5000 µm) e nanopartículas (< 0,2 µm) (ARANHA, 2013). 
 Os objetivos da encapsulação são estabilizar os materiais encapsulados, controlar 
suas reações oxidativas, controlar a sua liberação, mascarar seu sabor, cor e/ou odor, 
prolongar a sua vida útil, reduzir sua volatilidade e reatividade e proteger os componentes 
contra perdas nutricionais, bem como aumentar a sua estabilidade sob condições ambientais 
adversas, tais como a presença de luz, oxigênio e valores extremos de pH (SILVA; 
MEIRELES, 2014). Além disso, as macro, micro e nanopartículas encapsuladas são 
produzidas com o propósito de aumentar a taxa de dissolução de materiais pouco solúveis em 
água e modificar as propriedades de superfície das partículas usadas (PRIAMO, 2011). 
 Segundo LIN, NG e WIBOWO (2007), o tamanho, a distribuição de tamanho, a 
morfologia e a configuração da rede cristalina das partículas são as variáveis que influenciam 
diretamente na funcionalidade e nas propriedades de aplicação dos materiais micro ou 
nanoparticulados. As estruturas e morfologias das partículas são dependentes dos materiais 
(ativos e encapsulantes) e técnicas usadas na sua preparação (SILVA; MEIRELES, 2014).  
 
2.1.7 Materiais encapsulantes 
 O material de revestimento é responsável pela proteção do composto e permite 
uma liberação controlada do mesmo (MARTÍN et al., 2010). Este material deve ser 
selecionado em função do composto específico a ser revestido e das características desejadas 
das microcápsulas. A classe de materiais mais estudada no processo de encapsulação, devido 
à sua grande versatilidade e propriedades variadas, são os materiais poliméricos. Muitos 
polímeros biodegradáveis são descritos na utilização em processos de encapsulação. Estes 
podem ter origem natural (gelatina, goma agar-agar, alginato de sódio, alginato de cálcio, 
(A) Microesferas (B) Microcápsulas 
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cilcodextrina, quitosana, caseinato, sacarose e cera), sintética (polímeros do ácido acrílico e 
co-polímeros) ou semissintética (acetato de celulose, nitrato de celulose, etilcelulose, 
hidroxipropilcelulose, metilcelulose, carboximetilcelulose de sódio, álcool miristílico, gliceril 
mono e dipalmitato, mono, di e triestearato de glicerol). Entretanto, há poucos polímeros 
biocompatíveis com o organismo dos seres humanos (ARANHA, 2013). O sistema de 
liberação pode ocorrer por difusão ou degradação. A liberação por difusão ocorre através dos 
poros ou das cadeias do polímero. A liberação por degradação ocorre quando o polímero se 
degrada, como resultado de processos biológicos naturais, tais como hidrólise. Neste sistema 
de liberação controlada, a degradação do polímero é fortemente dependente da estrutura 
química e da massa molecular do mesmo (WANG et al., 2006). São necessários alguns 
requisitos para a utilização do material de revestimento: biocompatibilidade, ausência de 
toxicidade, fornecer um meio adequado para preservar as propriedades e atividade da 
substância ativa, fácil processamento com a técnica de precipitação selecionada (MARTÍN et 
al., 2010). 
 Quando se trata de proteção de extratos, o agente encapsulante deve ser solúvel 
em água e/ou solventes orgânicos, biodegradável, formar soluções de baixa viscosidade, 
apresentar propriedades específicas (não higroscópico, não poroso, solúvel, estável, etc.), ter 
um baixo custo, ser de fácil secagem e não ser reativo (MARTÍN et al., 2010).  
 Polímeros biodegradáveis são aqueles onde a degradação é mediada, ao menos 
parcialmente, por sistemas biológicos, ou seja, pela ação de micro-organismos presentes no 
ambiente (bactérias, fungos e algas). Para um polímero ser considerado biodegradável, 80 a 
90% do carbono devem ser convertidos em CO2 no prazo máximo de 180 dias. Os polivinis, 
poliésteres, polifosfazenos, poliortoesteres, polissacarídeos, poliaminoacidos, polianidridos e 
as polieuretanas são alguns exemplos desta classe de polímeros que vêm sendo comumente 
utilizados no processo de encapsulação (ARANHA, 2013). Entre os polivinis, destaca-se a 
polivinilpirrolidona (PVP), que é biodegradável e biocompatível, apresentando ampla 
aplicabilidade na área farmacêutica (LIPAROTI; ADAMI; REVERCHON, 2015; 
PATTERSON, 1973; VALENTA; AUNER, 2004). Na Tabela 1 são apresentados os 
biopolímeros usados com frequência nos processos de encapsulação de compostos de origem 








 Tabela 1 – Materiais de revestimento usados em processos de encapsulação de produtos 








Amido e amido 
modificado 
Catequina, ácido gálico, 




Emin et al. 2012, García-
Tejeda et al. 2016, Han et 
al. 2015, Spada et al. 2012 
Alginato 
Antocianinas, 




Aizpurua-Olaizola et al. 
2016, Calderón-Oliver et al. 







Çam et al. 2014, Celli et al. 
2016, Laine et al. 2008, 
Mahdavee et al. 2014 
Ciclodextrina Antocianinas, vanilina, 
mentol 
Freeze-drying, 
complexação de inclusão, 
electrospinning 
Chandra et al. 1993, Kayaci 
2012, Uyar et al. 2009 
Goma arábica 
Ácido ascórbico, 




Comunian et al. 2013, Jun-
Xia et al. 2011, Mahdavi et 







Abreu et al. 2012, Bajpa  
2006, Jamil et al. 2016, 
Khalili et al. 2015 
Inulina 
Extrato de chá, 
antocianinas, polifenóis 
de groselha, carotenóides 
Extrusão eletrostática, 
spray-drying  





caroteno, licopeno, ácido 
ascórbico, aspartame, 
Camada por camada, 
freeze-drying  
Comunian et al. 2013, Díaz 
et al. 2013, Rocha-Selmi et 
al. 2013, Spada et al. 2012 
Isolado protéico 




hidrogél a base de amido 
Betz 2011, Fang 2012, 
Flores et al. 2014, Mun et 
al. 2015 
Proteína de soja Extrato de chá verde, óleo 
de laranja, extrato de pêra 
Extrusão eletrostática, 
spray-drying, emulsão 
Belščak-Cvitanović et al. 
2015, Kim 1996, Robert et 




ferúlico, ácido gálico 
Eletrospraying, 
precipitação antissolvente, 
electrospinning    
Gomez-Estaca et al. 2012, 






vincristina daunorubicina,  
Lipossomas + evaporação 
de solvente 
Bomgaars et al. 2004, 
Chang 2012, Martínez et al. 





Cromoglicato de sódio, 
diclofenaco, insulina, 
ciclopentiladenosina  
Evaporação sob pressão 
reduzida, freeze-drying 
Dalpiaz et al. 2016, 





Extrato te própolis, α-




Christofoli et al. 2015, 
Nascimento et al. 2016, 








Evaporação de solvente 
em emulsão, freeze-
drying 
Lamprecht et al. 2004, Nasr 




Tabela 1 – (Continuação). 
Outros 
Polietilenoglicol (PEG) Polefenóis do abacate, 
insulina 
Co-extrusão, freeze-
drying, evaporação de 
solvente em emulsão 
Ma et al. 2001, Perez et 
al. 2001, Sun  et al. 2012, 










Boschetto et al. 2013, 
Huang et al. 2009, 









Bagmar et al. 2014, Kim 
et al. 2015, Prosapio 2017 
 
 Nos processos com fluidos supercríticos, as propriedades do material de 
revestimento e especialmente as suas interações com fluidos supercríticos são importantes. O 
CO2 supercrítico, por exemplo, interage com muitos materiais poliméricos. Isto causa 
variações importantes em suas propriedades físicas, como inchaço, diminuição de 
cristalinidade, fusão e temperatura de transição vítrea (BOSCHETTO, 2013; COCERO et al., 
2009). 
 
2.1.7.1 Polivinilpirrolidona (PVP) 
 PVP é um polímero sintético biodegradável e biocompatível utilizado em várias 
aplicações médicas, farmacêuticas e alimentícias aprovadas pela Food and Drug 
Administration (FDA) (LIPAROTI; ADAMI; REVERCHON, 2015; SHUBHA; 
MANOHARA; GERWARD, 2017). É obtido por polimerização via radicalar em água ou em 
álcool isopropílico, a partir dos monómeros de N-vinil-2-pirrolidona (Figura 11). O grau de 
polimerização é fundamental para a determinação das características físicas e de suas 
especificidades. Sua massa molecular varia de 10.000 Da até, aproximadamente, 450.000 Da. 
O PVP é um pó branco, amorfo, de natureza higroscópica e compatível com uma ampla faixa 
de materiais e substâncias com caráter hidrofílico e hidrofóbico. Além de apresentar boa 
solubilidade em soluções aquosas, é solúvel em vários solventes orgânicos da classe dos 
álcoois, ésteres, ácidos, cetonas e aminas (KIBBE, 2000). É considerado uma substância 
GRAS (LIPAROTI; ADAMI; REVERCHON, 2015). 
 A grande frequência de aplicações do PVP e de seus copolímeros na medicina e 
nas indústrias farmacêuticas ocorre devido às suas propriedades estruturais. O PVP apresenta 
um anel pirrolidona, que é uma parte da unidade monomérica de repetição (Figura 11). O alto 
grau de polaridade desse anel é atribuído à forte estabilização de ressonância, facilitada pela 




Figura 11 – Estrutura química do PVP. 
 
 O PVP é usado como um veículo em muitos tabletes farmacêuticos. Por ser 
completamente inerte em humanos, ele simplesmente passa através do corpo quando 
administrado oralmente. Quando adicionado ao iodo, o PVP forma um complexo (povidone-
iodo) que possui propriedades desinfetantes, que é empregado em pomadas e sabões líquidos. 
Além disso, o PVP é usado em diversos produtos cosméticos, como pastas de dentes, xampus 
e géis para cabelos. Na indústria alimentícia, é empregado como emulsificante e agente de 
revestimento para tornar os alimentos mais brilhantes, além de ser empregado também como 
estabilizante e aumentar a viscosidade dos alimentos. Em vinhos brancos é usado como 
clarificante (BASF, 2015; DITTANET; PHOTHIPANYAKUN; 
CHAROENCHAITRAKOOL, 2016). 
 
2.1.8 Técnicas de encapsulação 
 Os sistemas encapsulantes, micro e nanopartículas podem ser preparados por 
várias técnicas de encapsulação. Estas técnicas podem ser classificadas em processos físicos, 
tais como: spray-drying, spray-cooling, spray-chilling, freeze-drying (liofilização), extrusão, 
jato anular e separação em suspensão rotacional, e em processos químicos como coacervação, 
co-cristalização, aprisionamento de lipossomas, polimerização interfacial, inclusão molecular, 
etc. (DESAI; JIN PARK, 2005). Destes processos, o spray-drying é um dos mais antigos 
métodos de encapsulação, e talvez a técnica mais comum e mais barata de produção de 
microcápsulas. Neste método, o material de encapsulação é homogeneizado com o carreador 
(na maioria das vezes, em uma solução de água) e, em seguida, esta mistura é alimentada a 
um spray-dryer e atomizada com um bocal giratório. A evaporação do solvente é rápida, 
causando o aprisionamento do composto ativo no suporte. O líquido inicial alimentado ao 
spray-dryer pode ser uma solução, uma emulsão ou uma suspensão. O processo spray-drying 
é utilizado para a secagem de alimentos, produtos farmacêuticos e óleos essenciais. Os 
materiais típicos de revestimento são goma de acácia, maltodextrinas, amido modificado 
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hidrofobicamente, proteínas e misturas destes. No método spray-cooling, o material de 
revestimento é uma gordura derretida em que o material de núcleo é disperso. O material de 
revestimento é solidificado por atomização em uma corrente de ar frio. A principal vantagem 
destes processos é que as partículas se solidificam em esferas, quase gerando pós de fluxo 
livre. As micropartículas solidificadas produzidas por spray-chilling e spray-cooling são 
insolúveis em água devido ao revestimento de lipídeos e, assim, estas técnicas são utilizadas 
para encapsular materiais de núcleo solúveis em água, tais como os minerais, vitaminas, 
enzimas e acidulantes. Em processos de revestimento de leito fluidizado, as partículas sólidas 
são suspensas em uma câmara onde o material de revestimento é atomizado. A fluidização de 
gás-sólido oferece uma elevada eficiência de contato, devido à mistura rápida que também 
serve para criar um fluxo convectivo que mantém as condições quase isotérmicas. Os sistemas 
típicos de revestimento são os de fusão a quente, tais como óleo vegetal hidrogenado, 
estearinas, ácidos graxos, ceras e emulsionantes, ou revestimentos a base de solventes, tais 
como amidos, gomas ou maltodextrinas. Finalmente, o freeze-drying ou liofilização é outro 
processo utilizado para a produção de microesferas, em particular de proteínas. Neste 
processo a água é removida a partir de uma solução congelada por sublimação sob vácuo. 
Este processo aparece como um dos métodos mais adequados para desidratação de quase 
todos os materiais e aromas sensíveis ao calor, devido às temperaturas de operação mais 
baixas, à velocidade lenta de secagem e ao uso de vácuo (COCERO et al., 2009; DESAI; JIN 
PARK, 2005; GIBBS et al., 1999; SHEFER; SHEFER, 2003). 
 A aplicação de fluidos supercríticos como uma alternativa aos processos 
convencionais de encapsulação tem sido um campo ativo de pesquisa e inovação durante as 
últimas duas décadas. A principal motivação para isto é a possibilidade de explorar as 
propriedades de fluidos supercríticos, e em particular do CO2, o fluido supercrítico mais 
utilizado para processos de precipitação. As propriedades dos fluidos supercríticos são 
frequentemente descritas como intermediárias entre aquelas de um líquido e um gás. Além 
disso, estas propriedades podem ser facilmente modificadas com alterações na pressão e 
temperatura. No caso do CO2, a região supercrítica pode ser alcançada a pressões e 
temperaturas moderadas (Tc = 31,1 ºC, Pc = 7,38 MPa) quando comparadas a outros possíveis 
compostos de grau alimentício, como água e etanol. Por conseguinte, trabalhando com CO2 
supercrítico é possível realizar o processo em temperaturas próximas da ambiente, evitando a 
degradação de substâncias termolábeis. O CO2 supercrítico é também um meio inerte, 
adequado para o processamento de substâncias facilmente oxidáveis. Além disso, a utilização 
do fluido supercrítico elimina ou reduz a utilização de solventes orgânicos tóxicos ou de 
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contaminantes no processo, a separação do fluido supercrítico a partir do produto pode ser 
facilmente realizada por despressurização, e a elevada solubilidade da maior parte dos 
solventes orgânicos em fluidos supercrítico permite a obtenção de produtos isentos de 
solventes. Por esta razão, vários processos de encapsulação/co-precipitação usando fluidos 
supercríticos têm sido desenvolvidos. Estes processos podem ser classificados de acordo com 
o papel do fluido supercrítico no processo: solvente (Rapid Expansion of Supercritical 
Solutions (RESS), Supercritical Solvent Impregnation (SSI)); soluto ou cossolvente (Particles 
from Gas Saturated Solutions (PGSS)); e antissolvente (Supercritical Anti-Solvent (SAS)) 
(COCERO et al., 2009; MARTÍN; COCERO, 2008; PRIAMO et al., 2013) 
 
2.1.8.1 Encapsulação utilizando fluido supercrítico como antissolvente 
 Existem várias técnicas que empregam fluidos pressurizados ou supercríticos 
como antissolventes, causando a precipitação do(s) substrato(s) dissolvido(s) inicialmente em 
uma solução orgânica (composto ativo + polímero). Os diferentes processos que utilizam 
fluidos pressurizados como antissolventes são empregados para compostos praticamente 
insolúveis em fluidos supercríticos, e a principal diferença entre eles é a maneira como ocorre 
o contato entre a solução orgânica e o antissolvente pressurizado. Diferentes siglas são 
utilizadas pela literatura para esta categoria, tais como GAS, SAS, ASES, PCA e SEDS 
(JUNG; PERRUT, 2001). 
 O princípio básico das técnicas antissolvente reside no fato de que o soluto seja 
completamente miscível no solvente orgânico e imiscível ou muito pouco miscível no 
antissolvente e, ainda, que o solvente orgânico possua uma afinidade maior pelo antissolvente 
do que pelo soluto. Desta forma, quando a solução contendo o soluto é posta em contato com 
o antissolvente, a solubilidade do soluto no solvente orgânico é drasticamente reduzida, pois o 
antissolvente causa um decréscimo no poder de solvatação do solvente orgânico, levando à 
precipitação do soluto na forma de partículas (YEO; KIRAN, 2005). 
 A técnica de precipitação GAS (Gás Antissolvente) foi o primeiro método 
descrito empregando antissolvente pressurizado. A taxa de adição de um gás antissolvente 
pode ser programada para controlar a morfologia, tamanho e distribuição de tamanho dos 
cristais sob uma ampla faixa. A Figura 12 apresenta um diagrama esquemático da técnica 
GAS. Nesta técnica a solução é introduzida em uma câmara, normalmente de aço inox, com 
temperatura controlada. Então, o antissolvente é adicionado ou borbulhado pelo fundo da 
câmara através de um filtro dispersor a uma taxa constante pré-determinada e na temperatura 




Figura 12 – Diagrama esquemático do processo GAS. Fonte: Jung e Perrut (2001). 
 
 
 O antissolvente é introduzido até que a pressão alcance o valor final pré-definido, 
causando a expansão da solução líquida. A partir daí, uma válvula de saída é aberta e 
antissolvente puro é adicionado com o objetivo de retirar todo o solvente orgânico de dentro 
da câmara de precipitação. Nesta etapa, a pressão e a temperatura são mantidas constantes. O 
último passo é a despressurização da câmara e a coleta do material precipitado (JUNG; 
PERRUT, 2001).  
 O modo contínuo da técnica GAS é conhecido como ASES (Sistema de Extração 
de Solvente em Aerossol) ou também como SAS (Antissolvente Supercrítico). Neste trabalho, 
para fins de diferenciação, nos referimos à técnica SAS quando o antissolvente estiver no 
estado supercrítico e ASES quando estiver no estado subcrítico. Nestes modos de processo, a 
solução e o antissolvente são adicionados simultaneamente em modo co-corrente por orifícios 
diferentes ou contracorrente para dentro da câmara de precipitação, a qual já contém o 
antissolvente. O mecanismo de contato entre o antissolvente e a solução é diferente, 
comparado com o método GAS (JUNG; PERRUT, 2001; MARTÍN; COCERO, 2008). 
 Quando a solução é aspergida no meio contendo o antissolvente, ocorre a 
formação de microgotas desta, proporcionando um rápido contato entre os meios e levando a 
uma alta taxa de supersaturação da solução. Este resultado gera uma rápida nucleação e 
crescimento, criando consequentemente minúsculas partículas. Para que ocorra a formação de 
microgotas, a solução normalmente é aspergida através de um bocal ou tubo capitar de 
diâmetro em torno de 50-100 µm (FRANCESCHI, 2009). A Figura 13 mostra um diagrama 
das técnicas SAS e ASES. 
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 A ideia básica das técnicas SAS e ASES é carregar a câmara de precipitação com 
uma quantidade pré-determinada de antissolvente em estado sub ou supercrítico, dependendo 
da técnica, até que a pressão de operação seja alcançada. Em seguida, quando pressão e 
temperatura estiverem constantes, uma quantidade de solução é aspergida na câmara, 
mantendo a adição constante do antissolvente (BOSCHETTO, 2013; PRIAMO et al., 2013). 
 Quando uma quantidade pré-determinada da solução tiver sido introduzida, a 
adição desta é interrompida e o antissolvente continua a escoar por mais algum tempo visando 
à secagem das partículas geradas, ou seja, retirando todo o solvente orgânico presente no 
meio. Esta etapa é bastante importante, pois a quantidade de solvente orgânico remanescente 
na câmara durante a despressurização poderá fazer com que as partículas coalesçam e percam 
suas características originais (YEO; KIRAN, 2005; MARTÍN; COCERO, 2008). 
 Como na técnica GAS, o último passo é a despressurização da câmara de 
precipitação e a retirada do material precipitado, que normalmente fica depositado sobre um 
filtro colocado no fundo da câmara para evitar que as partículas sólidas sejam arrastadas para 
fora da mesma (JUNG; PERRUT, 2001).  
 As técnicas PCA (Precipitation with a Compressed Anti-solvent) e SEDS 
(Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fuids) são similares às técnicas SAS e 
ASES, possuindo praticamente a mesma configuração. Diferentemente da técnica SAS, a 
câmara de precipitação da técnica PCA é carregada com o antissolvente comprimido 
(PRIAMO et al., 2013; YEO; KIRAN, 2005) (Figura 13). 
 
 
Figura 13 – Diagrama esquemático dos processos SAS, ASES e PCA.  





 Na técnica SEDS, a solução e o antissolvente supercrítico são aspergidos através 
de um único bocal para a câmara de precipitação já contendo antissolvente pressurizado. 
Neste caso, uma câmara de pré-mistura da solução e do antissolvente é disposta antes do 
dispositivo de aspersão na câmara de precipitação. Outra maneira é a aspersão simultânea da 
solução e do antissolvente através de bocais coaxiais (JUNG; PERRUT, 2001; YEO; KIRAN, 
2005). A Figura 14 apresenta um diagrama desta técnica, sendo o princípio de operação 
basicamente o mesmo da técnica SAS. 
  
 
Figura 14 – Diagrama esquemático do processo SEDS. Fonte: Jung e Perrut (2001). 
 
 
 Nesta técnica, os dispositivos de aspersão são fabricados especificamente para 
aumentar o contato entre as fases e aumentar também a transferência de massa entre as 
microgotas geradas e o antissolvente. Como o antissolvente entra na câmara em alta 
velocidade, promove uma dispersão do jato da solução em gotículas extremamente pequenas. 
Além disso, as condições são arranjadas de modo que o antissolvente extraia o solvente da 
solução através de um íntimo contato entre solução e antissolvente (JUNG; PERRUT, 2001; 
PRIAMO et al., 2013; YEO; KIRAN, 2005). 
 Os dispositivos de aspersão utilizados nas técnicas antissolvente afetam a 
morfologia das partículas, devido ao fato de estes afetarem o tamanho das gotículas e, 
consequentemente, a taxa de extração do solvente pelo antissolvente. Várias configurações 
são usadas, como capilares, bocais, discos confeccionados a laser e válvulas. Para propósitos 
investigativos, capilares são preferidos devido à sua fácil disponibilidade, baixo custo e 
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flexibilidade para alterar a geometria do dispositivo de aspersão. Normalmente, estes 
dispositivos possuem orifícios com diâmetro entre 20 e 1600 µm (REVERCHON; MARCO, 
2011; REVERCHON et al., 2008). 
 Nos modos que operam continuamente, a vazão da solução, do antissolvente e a 
razão entre as mesmas, podem ser importantes para a evolução do processo de precipitação. 
Além destes, vários outros parâmetros, como pressão, temperatura e concentração da solução, 
podem controlar o processo de precipitação em modo contínuo e muitos tipos de morfologia 
de partículas podem ser observados (REVERCHON et al., 2008). 
 O passo de secagem com antissolvente puro ao final do processo de precipitação é 
fundamental para evitar a condensação da fase líquida que, ao entrar em contato com as 
partículas precipitadas, modifica suas características. Um método para calcular a duração da 
secagem é considerar o precipitador como um tanque continuamente agitado. Desta maneira, 
é possível calcular o tempo necessário para a eliminação de uma dada percentagem de 
solvente líquido para uma vazão fixa de antissolvente (REVERCHON et al., 2008). 
 Até o presente momento, poucos trabalhos de encapsulação de polifenóis e de 
extratos vegetais utilizando fluidos pressurizados como antissolventes foram publicados na 
literatura. Para o caso específico de encapsulação de extrato rico em antocianinas a partir do 
resíduo de amora-preta (ver Capítulos 4 e 5), acredita-se que o presente trabalho é o pioneiro. 
Na Tabela 2 encontra-se uma lista dos trabalhos encontrados na literatura em que os autores 
empregaram processos com antissolvente pressurizado para encapsulação/co-precipitação de 
bioativos. 
 Em suma, muitos parâmetros influenciam as características finais do produto 
obtido. O que define a escolha da técnica para a operação de encapsulação é o tipo de soluto a 





















(P e T) 
Referência 
SAS Vitaminas PVP DMSO 
9-15 MPa 
35-50 ºC 
Prosapio et al. 
(2017) 
SAS Tamoxifeno PLLA DCM 
13 MPa 
38 ºC 
Alias et al. 
(2017) 
SAS Mangiferina CAP DMSO/AcO 
18 MPa 
50 ºC 
García-Casas et al. 
(2017) 
SAS 





Oliveira et al. 
(2017) 
SAS Rifampicina EC EA/DMSO 
10 MPa 
35-60 ºC 
Djerafi et al. 
(2017) 
SAS Licopeno Lecitina THF 
8 MPa 
35-55 ºC 
Cheng et al. 
(2017) 
PCA Hidroclorotiazida PVP DMSO/AcO 
8-19 MPa 
30-40 °C 
Park et al. 
(2017) 
SAS Nimesulida PVP DMSO 
9-15 MPa 
35-45 ºC 
Prosapio et al. 
(2016) 
SAS Corticosteróides PVP EtOH 
9-15 MPa 
40 ºC 








Dittanet at al. 
(2016) 
SEDS Bixina PHBV DCM 
8-10 MPa 
35-42 ºC 
Boschetto et al. 
(2014) 
SEDS Astaxantina PHBV DCM 
8-10 MPa 
35 ºC 








Boschetto et al. 
(2013) 
SAS 
Extrato de folhas 
de alecrim 





Visentin et al. 
(2012) 
SAS Ampicilina EC DCM/DMSO 
10-25 MPa 
35-50 ºC 
Montes et al. 
(2012) 





Li et al. 
(2012) 





SAS Insulina HPMCP DMSO/AcO 
8-16 MPa 
32-40 ºC 
Jin et al.  
(2012) 
SAS 





Sosa et al.  
(2011) 
SAS Amoxilina EC DCM/DMSO 
10-25 MPa 
35-60 ºC 
Montes et al. 
(2011) 
SEDS -caroteno PHBV DCM 
8-20 MPa 
40 ºC 
Priamo et al. 
(2010) 
SEDS -caroteno PHBV DCM 
8-12 MPa 
30-70 ºC 
Franceschi et al. 
(2008) 
SAS -caroteno/luteína PEG DCM 
8-12 MPa 
15-40 ºC 
Martín et al. 
(2007) 
GAS Insulina PEG/PLA DMSO 
10-15 MPa 
5-30 ºC 
Caliceti et al. 
(2004) 
 - PVP: polivinilpirrolidona; PLLA: ácido poli-L-láctico; CAP: Ftalato de acetato de celulose; PLGA: ácido poli 
(láctico-co-glicólico); EC: etil celulose; PHBV: Poli (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato); PEG: poli-etileno 
glicol; PLA: ácido poli-láctico; PCL: policaprolactona; HPMCP: ftalato de hidroxipropilmetil celulose; DMSO: 
sulfóxido de dimetila; DCM: diclorometano; EA: acetato de etila; EtOH: etanol; AcO: acetona. 
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2.1.9 Caracterização das partículas encapsuladas 
 A caracterização das partículas encapsuladas pode ser realizada em termos de 
morfologia, diâmetro médio e distribuição de tamanho, teor de solvente residual, além da 
eficiência de encapsulação, estabilidade das partículas e taxa de liberação do material 
encapsulado (COCERO et al., 2009). 
 A determinação da quantidade de substâncias encapsuladas é realizada através de 
vários métodos. Os métodos mais comuns envolvem a dissolução do agente encapsulante e 
das substâncias ativas em solventes adequados, seguida por uma análise quantitativa dos 
montantes de cada substância por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), 
cromatografia gasosa (GC), entre outros. Também é possível determinar a quantidade de 
material encapsulado indiretamente, através da medição da quantidade do princípio ativo que 
não foi incorporado (COCERO et al., 2009). 
 Vários autores relatam o efeito do polímero e da substância ativa no crescimento 
da partícula, quando ambos componentes são precipitados juntos. Assim, é preciso estudar a 
cristalinidade e as propriedades estruturais dos materiais através de técnicas que dão 
informações sobre a interação entre o agente encapsulante e o material encapsulado, as 
mudanças na cristalinidade de ambas substâncias e as mudanças na massa molecular dos 
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 Extracts from blackberry, blueberry and grumixama residues are obtained by PLE, 
UAE and their combination; 
 The combination of UAE and PLE improves the extraction of total phenolic 
compounds; 
 GY, TPC, MAC and AC of the extracts vary with the solvent and extraction method; 
 The extracts contain anthocyanins, identified and quantified by UHPLC; 







 The main objective this work was to investigate the extraction efficiency of 
polyphenols (anthocyanins) from blackberry, blueberry and grumixama residues using 
combined ultrasonic assisted extraction (UAE) with pressurized liquid extraction (PLE) 
(UAE+PLE). The performance of the UAE+PLE was evaluated comparing the results 
obtained by this new technique with those obtained by the PLE and UAE techniques alone, 
and by the Soxhlet conventional method. The effects of these extraction methods and of the 
solvents (acidified water at pH 2.0, etanol+water 50% v/v and ethanol+water 70% ethanol 
v/v) on total phenolics content, anthocyanin composition and antioxidant capacity of extracts 
were investigated by a full factorial design. The extraction efficiency for total phenolics and 
antioxidant capacity in decreasing order was: UAE+PLE > PLE ≈ Soxhlet > UAE, and for 
anthocyanins was Soxhlet ≈ UAE > UAE+PLE > PLE, using hydroethanolic mixtures as 
solvents. Extractions with acidified water and ultrasound were not effective to recover 
phenolics. Two, four and fourteen anthocyanins were identified in the extracts from 
grumixama, blackberry and blueberry, respectively.  
 






 Many recent researches have shown that fruit processing residues (seeds, peels, 
stems and bagasse) are rich sources of compounds with benefic effects to human health, such 
as phenolics (Balasundram, Sundram, & Samman, 2006; Galanakis, 2012). However, these 
residues are often discarded (Wijngaard, Ballay, & Brunton, 2012). With the increase of food 
manufacturing, the concern of producers and government organizations with the treatment 
and disposal of their processing wastes has grown, since it represents a cost increase and has 
negative environmental impact (Galanakis, 2012). In this sense, environmental regulations are 
getting more severe (Wijngaard et al., 2012). Therefore, the interest in valorisation of food 
residues is focused on reducing their direct disposal on nature by sustainable and safe means. 
 The bagasses of small fruits, such as berries, have gained attention as residues 
from juice and other processes, since they contain significant amounts of micronutrients and 
antioxidant compounds, such as polyphenols (Balasundram et al., 2006; Galanakis, 2012; 
Paredes-Lopez, Cervantes-Ceja, Vigna-Perez, & Hernandez-Perez, 2010). About 60-70% of 
the phenolics of small berries are found in their peel and seeds, being anthocyanins (cyanidin-
3-O-glycoside, cyanidin-3-O-rutinoside and delfinidin-3-O-glicosyde) the major ones, which 
belong to the flavonoid group and are responsible for the pigmentation of these fruits 
(Paredes-Lopez et al., 2010). Among berries, the processing residues of grumixama (Eugenia 
brasiliensis), blueberry (Vaccinium myrtillus) and blackberry (Rubus fruticosus), as well as 
these fresh fruits, appear as rich sources of anthocyanins (Infante, Rosalen, Lazarini, 
Franchin, & Alencar, 2016; Machado, Pasquel-Reátegui, Barbero, & Martínez, 2015; 
Teixeira, Bertoldi, Lajolo, & Hassimotto, 2015). 
 The antioxidant capacities of phenolics and anthocyanins, as well as their 
contribution in human diet and several biologic effects, have been widely demonstrated. 
Polyphenols act as antioxidants due to their ability to donate hydrogen or electrons for 
neutralizing free radicals, and also to their intermediate radicals, which avoid oxidation of 
other compounds, like fatty acids. They also chelate transition metals as Fe2+ and Cu+, besides 
modifying the redox potential of media (Balasundram et al., 2006). Thus, polyphenols find 
many industrial applications, such as natural dyes and aroma, food preservatives, dietary and 
fortification supplements or even in the formulation of ink, paper, cosmetics and 
pharmaceuticals (Jackman, Yada, Tung, & Speers, 1987; Paredes-Lopez et al., 2010).  
Polyphenols are conventionally extracted with methanol and acetone (Mustafa & 
Turner, 2011). However, considering the requirements of food and pharmaceutical industries 
and environmental and economic impacts, there is a growing interest in using green solvents 
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like ethanol, water and mixtures of both (classified as GRAS - Generally Recognized as Safe 
– solvents) to achieve a safe and environmentally friendly product. 
 The recovery of phytochemicals from vegetal sources has been usually performed 
through conventional extraction techniques such as Soxhlet, maceration and stirring. These 
methods require long times, high solvent and energy consumption, and provide extracts with 
limited quality. The high solvent consumption results in additional costs for their removal, 
besides environmental hazards. Moreover, many natural products, such as anthocyanins, are 
thermally unstable and can be degraded during long extractions at high temperatures (Barba, 
Zhu, Koubaa, Sant’Ana, & Orlien, 2016; Cai et al., 2016). To overcome these disadvantages, 
new extraction techniques have been investigated.  
 Ultrasound Assisted Extraction (UAE) is a rapid and efficient method to recover 
phenolics. The increased UAE yield is attributed to acoustic cavitation, which consists in the 
formation, growth and collapse of microbubbles on the solid surface, leading to its corrosion 
and erosion, and finally the rupture of cell walls, thus allowing the penetration of the solvent 
into the solid and enhancing mass transfer. In addition, ultrasound can help releasing 
intracellular material and desorbing compounds from the solid surface, resulting in higher 
extraction rates and yields. Finally, the solubility of compounds can also increase due to high 
local temperatures near the collapse region (Chemat, Zill-E-Huma, & Khan, 2011). 
 Pressurized Liquid Extraction (PLE) uses liquid solvents at high temperatures and 
pressures. The use of high temperatures can increase the solubility of extractable compounds, 
brake solute-solid bonds, increase diffusion and reduce the solvent’s viscosity and interfacial 
tension, thus enhancing mass transfer. Temperature also affects the dielectric constant of the 
solvent, thus affecting its selectivity. High pressures increase the solvent penetration in the 
solid and allow keeping the solvent in the liquid state at temperatures above their normal 
boiling point (Mustafa & Turner, 2011). 
 Although many works have investigated the extraction of phenolics through UAE 
and PLE, there are no reports of the combined UAE+PLE methods to extract phenolics and 
anthocyanins from fruit residues. Given this scenario, this work aimed: (i) to valorize food 
residues through the extraction of phenolics and anthocyanins; and (ii) to investigate the 
extraction efficiency of polyphenols (anthocyanins) from blackberry, blueberry and 
grumixama residues using combined method UAE+PLE. The performance of the UAE+PLE 
was evaluated comparing the results obtained of global yield, total phenolic content, 
monomeric anthocyanin and individual anthocyanins content, and antioxidant capacity with 
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those obtained by the PLE and UAE techniques alone, and by the conventional Soxhlet 
method.  
 
3.2 MATERIALS AND METHODS 
 Most experimental work was performed in the Laboratory of High Pressure in 
Food Engineering (LAPEA - DEA/FEA/UNICAMP, Campinas, Brazil). The 
chromatographic analyses were performed in the Department of Analytical Chemistry of the 
University of Cádiz (Puerto Real, Spain). 
 
3.2.1 Reagents and solvents 
 All the chemicals were of analytical grade or the highest available purity. The 
anthocyanin standard (cyanidin chloride), the DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical 
and the reagents 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox), 2,2’-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine 
(TPTZ), potassium persulphate and gallic acid monohydrate were purchased from Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Citric, chloridric and glacial acetic acids, 
trihydrated sodium acetate and sodium carbonate were purchased from Synth (São Paulo, SP, 
Brazil), and ethanol was acquired at Êxodo Científica (Campinas, SP, Brazil). The Folin-
Ciocalteu reagent and hexahydrated ferric chloride were from Dinâmica (São Paulo, SP, 
Brazil). For the UHPLC analyses, HPLC grade methanol and formic acid were purchased 
from Merck (Darmstadt, Germany) and Panreac (Barcelona, Spain), respectively. Ultrapure 
water was prepared in a Milli-Q purification system (Millipore, Bedford, USA). 
 
3.2.2 Fruit processing residues 
 Residues from the industrial processing of blueberry (Vaccinium myrtillus) juice 
were purchased from the company Orgânicos Pérola da Terra, located at Antônio Prado (RS), 
southern Brazil (28° 51' 30" S, 51° 16' 58" W). The residues from the processing of 
blackberry (Rubus fruticosus) and grumixama (Eugenia brasiliensis) pulps were acquired at 
Sítio do Bello, Paraibuna (SP), southeastern Brazil (23° 23' 10" S, 45° 39' 44" W). 
 Immediately at the end of the production of the juice and the said pulps, the 
residues were collected and sealed in plastic bags. Then, the bags were stored in a dark 
environment containing solid carbon dioxide (-78 °C), which remained until the moment of 
being sent to the LAPEA (a period of around 3 days). The material was also sent in such a 
way as to avoid chemical and microbiological degradation: the bags were placed in styrofoam 
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box also containing solid carbon dioxide. All samples arrived frozen in the LAPEA, and 
immediately after receipt, they were identified and stored under refrigeration (-18 °C), where 
they remained until the moment of the experiments. In order to avoid variations, a unique lot 
of each residue was used. The moisture content and Brix of the residues were 29.86%; 
31.62% and 17.02%, and 8.5%; 20.4% and 13.5% for blackberry, blueberry and grumixama, 
respectively. The Brix of the samples were analyzed periodically as a method of controlling 
the good physical-chemical state of the samples. 
 
3.2.3 Extractions 
 The residues described in Section 2.2 were subjected to extraction with 
hydroethanolic mixtures (50% and 70% ethanol (v/v) in water) and acidified water at pH 2.0, 
excepting Soxhlet, in which pure ethanol was the solvent. The solvent choice was based on 
previous works (Garcia-Mendoza et al., 2017; Machado et al., 2015; Paes, Dotta, Barbero, & 
Martínez, 2014), which found hydroethanolic mixtures are interesting solvents for the 
extraction of phenolics, besides being classified as GRAS (Generally Recognized as Safe) 
solvents. All the extractions were performed at 80 oC.  
 
3.2.3.1 Pressurized liquid extraction (PLE)  
 The PLE unit (Supplementary Material 1) and its operation procedure are 
described by Pereira, Garcia, Rodrigues, & Martínez (2016) and Machado et al. (2015), with 
few modifications. To prepare the extraction bed, approximately 5 g of fresh residue were 
added between two glass sphere layers in a 100 mL stainless steel cell. Glass wool was added 
to avoid the passage of solid particles and blocking of the piping line. The PLE conditions 
were as follows pressure of 10.0 MPa, temperature of 80 oC, time of 30 min and solvent to 
feed mass ratio (S/F) of 18 kg solvent/kg fresh residue. These conditions were based on 
previous works (Machado et al., 2015; Paes et al., 2014; Mustafa & Turner, 2011; Wijngaard 
et al., 2012). Two hydroethanolic mixtures (50 and 70% ethanol, v/v) and acidified water (pH 
2.0 adjusted with citric acid) were evaluated as solvents, totalizing 9 experimental conditions 
for each residue. To achieve the programmed S/F the solvent’s densit ies were taken into 
account. The solvents were fed into the extractor by a HPLC pump (Jasco, PU-2087Plus, 
Japan). The extracts were collected in amber recipients, identified and stored at -18 oC until 





Supplementary Material 1 – Schematic diagram of the unit PLE (A) and the inside of the 
extraction cell (B). R: reservoir to supply the solvent; P: HPLC pump; BV-1, 2 e 3: block 
valves; I-1: manometer; I-2: temperature indicator; EC: extraction cell heated with electric 
heating jacket; MV: micrometer valve; CV: collection vessel. 
 
 
3.2.3.2 Ultrasound assisted extraction (UAE) 
 UAE was performed in an ultrasonic bath (Elma®, Elmasonic P60H, Germany) 
with frequency and power fixed at 37 kHz and 580 W, respectively. In all experiments 2.0 g 
of sample were mixed with 45 mL of solvent in 100 mL beakers, and sonicated for 90 min at 
ambient pressure and 80 oC. The solvents were the same used in PLE, totalizing 9 
experimental conditions that were replicated. After UAE, the extracts were immediately 
filtered by a vacuum filtration system (using cellulose filter paper as filter media), collected in 
amber flasks and stored at -18 oC until the analyses were performed.  
 
3.2.3.3 UAE combined with PLE (UAE+PLE) 
 In this process, the samples were subjected to a previous ultrasound treatment 
before being extracted through PLE. Five grams of sample were mixed with 4 mL of solvent 
in a 100 mL beaker and treated in an ultrasonic bath (Elma®, Elmasonic P60H, Germany) for 
8 min at 80 °C. The solvent was the same used in the further PLE extractions. After the 
ultrasound application, the PLE bed was composed by all the material contained in the beaker, 
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and PLE was performed for 30 min, as described in Section 2.3.1. The extractions were 
performed in duplicate. 
 
3.2.3.4 Soxhlet extraction 
 Conventional extractions were performed in a Soxhlet equipment composed by 
six individual extractors (Quimis, Model Q308-26B, São Paulo, Brazil). Around 5 g of fresh 
residue were inserted in a cellulose filter paper cartridge and transferred to the extractor, 
which was fed with 200 mL ethanol and heated at 80 oC under reflux for 5 h. The extracts 
were collected in amber recipients and stored ate -18 ºC until the analyses were performed. 
All the extractions were performed in triplicate. 
 
3.2.4 Characterization of the extracts  
 The analyses described in this section were replicated two times for each extract, 
and the results were expressed as mean ± standard deviation. 
 
3.2.4.1 Global yield 
 The global yield (GY) was calculated as the mass percentage between dry extract 
(Mextract) and dry residue. To measure Mextract 6.0 mL of the liquid extracts were transferred 
into previously weighed recipients and evaporated in stove at 70 oC until mass stabilization. 
Since the total extract volume was known, Mextract could be calculated.    
 
3.2.4.2 Total phenolic content 
 The total phenolic content (TPC) of the extracts was determined through the 
Folin-Ciocalteu method (Singleton & Rossi, 1965), with some adaptations. The calibration 
curve was plotted using gallic acid solutions with concentrations 0.01, 0.03, 0.05, 0.06, 0.08 
and 0.10 mg/mL. For the reaction, 0.5 mL aliquots of sample diluted in water (1:5 v/v) or 
standards were mixed with 2.5 mL of the Folin-Ciocalteu reagent (1:10 v/v in distilled water) 
and 2.0 mL of sodium carbonate aqueous solution (7.5%). The mixtures were stirred in vortex 
and let in the dark for 2 h. The absorbances were determined at 760 nm in spectrophotometer 
(Hach, Mod.DR/4000, USA) using distilled water as blank. Results were expressed as mg 




3.2.4.3 Monomeric anthocyanins 
 The monomeric anthocyanin content (MAC) was determined through the 
differential pH method (Giusti & Wrolstad, 2001). The extracts obtained at the end of each 
extraction process were diluted (1:5 v/v) in two buffer solutions: potassium chloride pH 1.0 
(0.025 mol/L) and sodium acetate pH 4.5 (0.40 M), both adjusted with concentrated 
hydrochloric acid. The absorbance of solutions was measured at 510 and 700 nm in 
spectrophotometer (Hach, Mod.DR/4000, USA) using both buffer solutions as blank. MAC 
was calculated in terms of cyanidin-3-O-glucoside using Equation 1. All analyses were 
performed in duplicate and MAC was expressed as mg cyanidin-3-O-glucoside equivalent 
(Cy3GlE)/g DR. 
                                                                                                                                          
 
Where :  
MAC = Monomeric anthocyanins expressed as mg Cy3GlE/g DR;  
A = (Abs510 – Abs700)pH 1.0 – (Abs510 – Abs700)pH 4.5; 
MW = 449.2 g/mol – molar mass of cyanidin-3-O-glucoside;  
DF = dilution factor determined for the buffer solutions; 
Ԑ = 26900 L/cm.mol – molar absorptivity of cyanidin-3-O-glucoside; 
L = correction factor for 1 cm optic path length;  
V = total volume (L); 
MDR = mass of dry residue (g). 
 
3.2.4.4 Identification, separation and quantification of anthocyanins by UHPLC 
 The identification, separation and quantification of the anthocyanins present in the 
extracts were done as reported by Machado et al. (2015) and Paes et al. (2014), with some few 
modifications in the gradient employed for the separation. An ultra-high performance liquid 
chromatography (UHPLC) (Elite LaChromUltra, VWR Hitachi, Tokyo, Japan) system was 
used. Anthocyanins were quantified on a Kinetex C18 100 Å column (50 x 2.1 mm I.D., 
particle size 2.6 µm, Phenomenex Inc., UK). For the separation of anthocyanins in blueberry 
extracts, a gradient method using acidified water (5% formic acid, solvent A) and methanol 
(solvent B), working at a flow rate of 0.7 mL/min, was employed for the chromatographic 
separation. The gradient employed was as follows: 0 min, 5% B; 1.50 min, 5% B; 3.50 min, 
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15% B; 5.00 min, 25% B; 5.50 min, 40% B; 6.50 min, 45% B; 7.00 min, 100% B; 9.30 min, 
100% B; 10 min, 10% B. For the separation of anthocyanins in grumixama and blackberry 
extracts, a gradient method using acidified water (5% formic acid, solvent A) and methanol 
(solvent B), working at a flow rate of 0.7 mL/min, was also employed for the 
chromatographic separation. The gradient employed was as follows: 0 min, 10% B; 1.50 min, 
15% B; 3.30 min, 25% B; 4.80 min, 35% B; 5.40 min, 50% B; 5.90 min, 55% B; 6.60 min, 
100% B; 9.30 min, 100% B; 10 min, 10% B. 
 
3.2.4.5 In vitro antioxidant capacity 
 The antioxidant capacities (AC) of the PLE, UAE, UAE+PLE and Soxhlet 
extracts were determined through the methods DPPH, ABTS and FRAP, described as follows. 
 
DPPH 
 The DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) free radical capture method (Brand-
Williams, Cuvelier, & Berset 1995) with some adaptations was applied. A solution of Trolox 
in ethanol (2000 µmol/L) was used to plot a standard curve with concentrations from 50 to 
1000 µmol/L. In the dark, 0.1 mL aliquots of extract diluted in water (1:5 v/v) or Trolox 
solutions were mixed with 3.9 mL of a DPPH ethanolic solution (60 µmol/L). The mixtures 
were stirred in vortex (Phoenix Luferco, AP56, Brazil) and incubated in the dark at room 
temperature for 30 min. The absorbance was read at 515 nm in a spectrophotometer (Hach, 
Mod.DR/4000, USA), which was calibrated with ethanol. The experiments were performed in 
duplicate and the antioxidant capacity of the extracts was expressed as µmol Trolox 
equivalent (TE)/g DR.  
 
ABTS 
 The ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) method was 
performed as described by Re et al. (1999) with some modifications. A Trolox solution was 
prepared to plot a calibration curve with concentrations from 100 to 1500 µmol/L. The 
ABTS+• radical was prepared by reacting 5 mL of an ABTS aqueous solution (7 mmol/L) and 
88 µL of sodium persulphate (140 mmol/L). The reaction mixture was kept in the dark at 
room temperature for 16 h. Next, it was diluted in ethanol to obtain an absorbance of 0.700 ± 
0.050 nm at 734 nm.  
 In the dark, a 30 µL aliquot of the diluted extracts or Trolox solutions was added 
to tubes containing 3 mL ABTS+•. The tubes were stirred and after 6 min the absorbances 
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were read in spectrophotometer (Hach, Mod.DR/4000, USA) at 734 nm, which was calibrated 
using ethanol as blank. Results were expressed as µmol TE/g DR. All measurements were 




 The evaluation of antioxidant capacity through the FRAP method was performed 
as described by Silva et al. (2013). The FRAP reagent was obtained from the combination of 
sodium acetate buffer (0.3 mol/L, pH 3.6), TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine) solution (10 
mmol/L) and ferric chloride aqueous solution (20 nmol/L) at the proportion 10:1:1 (v/v/v). 
 In the dark, a 90 µL aliquot of the diluted extracts or Trolox solution was mixed 
with 270 µL distilled water and 2.7 mL FRAP reagent in tubes. The samples were 
homogenized and heated at 37 oC. After 30 min, absorbance was read at 595 nm in 
spectrophotometer (Hach, Mod.DR/4000, USA), using the FRAP reagent as blank. A 
calibration curve was plotted with Trolox concentrations from 50 to 1000 µmol/L. The 
antioxidant capacity of the extracts was expressed as µmol TE/g DR. All measurements were 
performed in duplicates. 
 
3.2.5 Statistical analyses  
 The results of GY, TPC, MAC, AC (DPPH, ABTS e FRAP) and individual 
anthocyanin concentrations were evaluated through analysis of variance (ANOVA) at 5% 
significance level (p-value < 0.05), followed by Tukey’s test for comparison of means, using 
the software Minitab version 16 (Minitab 16.1.0, Minitab Inc., State College, PA, USA). The 
Pearson correlation (r) was used to relate TPC and MA to AC using Microsoft Office Excel 
2010. All the results were expressed as mean ± standard deviation. 
 
3.3 RESULTS AND DISCUSSION 
3.3.1 Global yield 
 Table 1 shows significant variations in GY, which may have been influenced by the 
extraction method, chemical composition and physical properties of the samples, and mainly 
the type of solvent and its polarity (4.3 – ethanol and 10.2 – water) (Rezaie, Farhoosh, 
Iranshahi, Sharif, & Golmohamadzadeh, 2015). The significant effects of extraction methods, 
solvents and their combination were confirmed by ANOVA (Supplementary Material 2). The 
highest GY were obtained by PLE and UAE+PLE with acidified water, for all fruit residues. 
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This evidences the high content of hydrophilic compounds of these residues. Similar trend 
was found with pure and acidified water as solvent by Machado et al. (2015); Pereira et al. 
(2016) and Rezaie et al. (2015). Some organic and inorganic compounds of vegetal matter, 
such as proteins, carbohydrates and minerals, have more affinity to water than to ethanol, 
which make them more soluble in hydroethanolic mixtures than in pure ethanol (Alves, Silva, 
& Giulietti, 2007). Moreover, acidified media possibly leads to the rupture of cell walls, 
molecular bonds of sugars and acyl, aryl and alkyl bonds, releasing more compounds in the 
solvent bulk and thus leading to higher GY (Garcia-Mendoza et al., 2017; Machado et al., 
2015). 
 Although PLE and UAE+PLE with acidified water had achieved the highest GY, 
the extracts obtained by these methods did not present the greatest antioxidant capacities. The 
opposite effect was observed suggesting the low selectivity of these conditions for the 
extraction of phenolics. Therefore, the high GY results from the extraction of compounds 
without antioxidant capacity. 
 
3.3.2 Total phenolic content 
 The TPCs of the extracts are shown in Table 1. In general, UAE+PLE was the 
most efficient method to extract phenolics, followed by PLE and Soxhlet, and finally UAE. 
PLE combines high pressures and temperatures on the extraction process, which enhance 
solubility and extraction efficiency (Barba et al., 2016). In UAE, cavitation leads to the 
destruction of cell walls that release solutes to the extraction solvent, increasing mass transfer 
(Chemat, et al., 2011). From the results, it can be verified that the typical mechanisms of both 
methods were effective to enhance the transfer of phenolics from the sample to the solvent, 
which explains why UAE+PLE was the best procedure in terms of TPC. Few works report 
combinations of PLE and other methods to recover specific components, but in all of them 
(Mustafa & Turner, 2011; Palma, Pineiro, & Barroso, 2002; Rostagno, D’Arrigo, & Martínez, 
2010) the behavior was similar to the present work, indicating that process integration 
achieves higher yields and may be a good strategy to obtain rapid, selective and rentable 
processes.  
 Cai et al. (2016); Casazza, Aliakbarian, Mantegna, Cravotto, & Perego (2010) and 
Cha et al. (2010)  also evaluated different extraction methods to recover phenolics from 
vegetal matter, and indicated PLE among the most efficient techniques. This reinforces the 
potential of PLE and UAE+PLE with GRAS solvents for the production of phenolic extracts 
in industrial scale. Interesting still to mention that among the techniques employed in the 
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present work, PLE and UAE + PLE were the ones that spent the least amount of solvent and 
time for the complete accomplishment of the extraction process. 
 Comparing the solvents, the hydroethanolic mixture (70% ethanol), employed in 
emerging methods (PLE, UAE and UAE+PLE), was the most effective in the extraction of 
phenolics, although many TPCs did not differ significantly from those obtained with 50% 
ethanol. Researches (Garcia-Mendoza et al., 2017; Machado et al., 2015)  have shown that 
hydroalcoholic mixtures are more efficient that pure solvents in the extraction of amphiphilic 
or moderately polar molecules, such as polyphenols. This is due to the intermediate polarity 
of such mixtures, which is similar to those of phenolics (Machado et al., 2015) This similarity 
intensifies the molecular forces (Rezaie et al., 2015), thus increasing the solubility of the 
target compounds. Moreover, in mixtures, each solvent can play a specific role in the 
extraction: ethanol enhances the solubility of phenolics, whereas water helps the desorption of 
the solute from the sample (Mustafa & Turner, 2011).  
 Another remarkable observation is that TPC decreased when the samples were 
extracted by UAE+PLE with acidified water. Depending on the process, chemical and 
physical effects of cavitation can be positive or negative. The negative effect is often due to 
reactions of free radicals formed during sonication (Kidak & Ince, 2006) with molecules in 
the medium, producing non-antioxidant compounds, or the rupture of intermolecular bonds 
that are essential to the molecule’s stability, which cause the loss of their biologic activity or 
degradation. In this work, since the sonication medium is water, radicals H• and OH• could be 
formed from its dissociation (H2O → OH- + H+) (Makino, Mossoba, & Riesz, 1983). Indeed, 
acidified solvents may intensify the formation of free radicals in aqueous solutions (Kidak & 
Ince, 2006) due to the higher concentration of H+. This may have contributed to undesirable 
reactions that affected the polyphenol recovery. The effects of extraction methods and 
solvents and their interaction are significant on TPC, as statistically confirmed by ANOVA 
(Supplementary Material 2). 
 
3.3.3 Monomeric anthocyanin content 
 Anthocyanins are sensible to pH, temperature, light, oxygen and metals, which 
limit their use as food dyes and in the production of cosmetics and medical products (Jackman 
et al., 1987). As noted on Tables 1 to 4, among the emergent methods, UAE was the least 
aggressive to recover total and individual anthocyanins, followed by UAE+PLE and PLE, 
using hydroethanolic mixtures as solvent. Although Soxhlet achieved the highest anthocyanin 
yield, it is the least selective method, since it also extracts carbohydrates, hemicellulosic 
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materials and lipophilic compounds, as showed by its GY. In addition, among the techniques 
tested, the Soxhlet conventional method was the one that spent the most amount of solvent 
and time for the execution of the extraction. These effects were observed for the three 
investigated residues, which indicate that method, solvent and their interaction have 
significant effects on the anthocyanin recovery, as evidenced in statistical analysis ANOVA 
(Supplementary Material 2). 
 Some works (Barnes, Nguyen, Shen, & Schug, 2009; Cai et al., 2016; Heffels, 
Weber, & Schieber, 2015) report an increase in anthocyanin extraction with sonication in 
moderately polar media, which can be explained by the rupture of cell structure with the 
collapse of cavitational bubbles. Therefore, anthocyanins are removed from their original 
location and transferred to the solvent bulk, enhancing their extraction yield. 
 Literature has also shown that higher anthocyanin recoveries were obtained in 
acidified media (Barnes et al., 2009; Cai et al., 2016; Ruenroengklin et al., 2008; Sadilova, 
Carle, & Stintzing, 2007). At pH from 1.0 to 3.0 anthocyanins have a stable conformation, the 
cation flavilium, which confers them red color (Sadilova et al., 2007). However, this was not 
observed in the present work, in which acidified water pH 2.0 provided the lowest 
anthocyanin contents. The following reasons for this behavior are suggested: (1) water is 
highly polar, whereas anthocyanins have moderate polarity, so they are better extracted in 
hydroethanolic mixtures (Mustafa & Turner, 2011; Machado et al., 2015); (2) the stability of 
anthocyanins can be affected due to the aforementioned factors, so they could have been 
converted into other compounds (Tiwari, O’Donnell, & Cullen, 2009). Tiwari, Patras, 
Brunton, Cullen, & O’Donnell (2010) affirm that ultrasound can promote degradation of 
anthocyanins by the radical hydroxyl (OH•) and hydrogen peroxide (H2O2) produced inside 
the cavitation bubbles, in conditions such as high ultrasonic power, high amplitude, low 
temperature and long treatment time. The degradation consists in the opening of the rings of 
their molecules, forming chalcone and thus enhancing the isomerization and production of 
smaller organic molecules (Tiwari et al., 2009). Furthermore, the presence of organic acids in 
ultrasonic processes may favor the degradation of anthocyanins through oxidation promoted 
by free radicals formed from these acids in sonication (Tiwari et al., 2009).  
 Finally, the low efficiency of PLE in the anthocyanin recovery is possibly due to 
the combination of high temperatures and pressures of this method. This is also reported by 
Corrales, Butz, & Tauscher (2008), which found that combined pressure and temperature 
treatments increased the degradation of anthocyanins and lead to the formation of 
condensation products in wines, resulting in nutritional, organoleptic and color modifications.
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   Analysis 
Sample Method Solvent GY (%) TPC (mg GAE/g DR) MAC (mg Cy3GlE/g DR) DPPH (µmol TE/g DR) ABTS (µmol TE/g DR) FRAP (µmol TE/g DR) 
Blackberry 
PLE 
Ethanol 50% 5.70 ± 0.27
A
 6.63 ± 0.09
A,B,C
 1.63 ± 0.03
A,B,C
 57.68 ± 0.99
A,B,C
 87.94 ± 4.17
A,B
 100.93 ± 2.634
A,B,C
 
Ethanol 70% 6.80 ± 0.01
A
 7.15 ± 0.16
A,B,C
 1.72 ± 0.06
A,B
 63.84 ± 2.36
A,B,D
 89.49 ± 0.26
A,B
 113.19 ± 3.53
A
 
Water pH 2 80.74 ± 1.17
B
 6.17 ± 1.02
B,C
 1.49 ± 0.05
A,C
 39.01 ± 4.50
E,F
 56.79 ± 0.44
C,D




Ethanol 50% 9.28 ± 0.08
A
 8.33 ± 0.25
A,
 1.82 ± 0.08
A,B
 74.13 ± 4.18
D
 111.08 ± 5.46
B,E
 136.52 ± 6.95
D
 
Ethanol 70% 10.57 ± 1.29
A
 8.84 ± 1.23
A,
 2.00 ± 0.01
B,D
 76.90 ± 8.27
D
 111.30 ± 6.87
B,E
 136.68 ± 6.05
D
 
Water pH 2 76.79 ± 1.50
B
 3.55 ± 0.16
D,E
 1.02 ± 0.19
E
 27.65 ± 0.21
F,G
 38.56 ± 2.73
D,F




Ethanol 50% 5.70 ± 020
A
 5.28 ± 0.06
C,D
 2.37 ± 0.04
D
 49.50 ± 2.45
C,E
 67.35 ± 6.42
A,C
 81.59 ± 2.02
C
 
Ethanol 70% 6.51 ± 0.72
A
 5.86 ± 0.01
C
 2.38 ± 0.04
D
 51.50 ± 2.55
B,C,E
 70.01 ± 2.97
A,C
 85.09 ± 0.10
B,C
 
Water pH 2 7.65 ± 0.24
A
 2.08 ± 0.24
E
 1.26 ± 0.19
C,E
 17.63 ± 1.96
G
 24.34 ± 2.51
F
 37.03 ± 2.99
E
 
Soxhlet Ethanol 12.03 ± 0.65
A
 7.84 ± 0.12
A,B
 2.82 ± 0.16
F
 66.92 ± 1.25
A,D
 124.14 ± 3.17
E





Ethanol 50% 6.96 ± 0.51
A
 5.38 ± 0.51
A,B
 1.32 ± 0.05
A,B
 37.05 ± 3.27
A
 62.68 ± 1.58
A
 65.12 ± 2.40
A,B
 
Ethanol 70% 10.07 ± 0.31
A,B
 6.92 ± 0.21
B,C
 1.69 ± 0.01
B,C,D
 38.22 ± 3.53
A,B
 69.03 ± 5.34
A
 73.65 ± 3.21
B,C
 
Water pH 2 89.89 ± 0.19
C
 4.74 ± 0.27
A,D
 1.37 ± 0.03
A,B,C
 20.77 ± 1.70
C
 34.35 ± 5.09
B,C,D




Ethanol 50% 8.47 ± 0.63
A,B
 6.72 ± 0.63
B
 1.88 ± 0.01
C,D,E
 48.34 ± 2.49
B
 73.57 ± 4.44
A,E
 75.67 ± 1.74
B,C
 
Ethanol 70% 11.66 ± 0.20
B,D
 8.54 ± 0.37
C
 2.15 ± 0.29
D,E,F
 60.75 ± 3.38
D
 96.22 ± 6.64
E,F
 82.80 ± 6.93
C
 
Water pH 2 75.93 ± 2.35
E
 3.30 ± 0.15
D,E
 1.07 ± 0.21
A
 18.04 ± 3.36
C
 32.30 ± 3.66
C,D




Ethanol 50% 7.12 ± 1.89
A
 4.40 ± 0.06
A,D
 2.07 ± 0.18
E,F
 33.90 ± 3.58
A,B
 55.11 ± 6.12
A,B,c
 49.94 ± 4.21
A
 
Ethanol 70% 10.72 ± 0.28
A,B
 5.75 ± 0.02
A,B
 2.33 ± 0.08
D,E,F
 42.51 ± 2.84
A,B
 55.25 ± 4.43
A,B
 54.82 ± 2.54
A
 
Water pH 2 7.94 ± 0.16
A,B
 2.47 ± 0.17
E
 1.36 ± 0.04
A,B,C
 19.94 ± 0.49
C
 19.36 ± 2.48
D
 50.16 ± 5.41
A
 
Soxhlet Ethanol 15.30 ± 0.30
D
 6.83 ± 0.86
B
 2.58 ± 0.13
F
 40.38 ± 1.42
A,B
 100.66 ± 1.28
F





Ethanol 50% 8.32 ± 0.34
A,B
 10.89 ± 0.26
A,B
 0.20 ± 0.02
A,B
 90,60 ± 1.70
A,B
 149.51 ± 1.30
A
 137.64 ± 5.43
A,B,C
 
Ethanol 70% 8.48 ± 0.21
A,B
 11.89 ± 0.43
A
 0.44 ± 0.07
B,C,D
 96.54 ± 0.03
A
 160.22 ± 6.49
A,G
 157.75 ± 0.50
C
 
Water pH 2 85.06 ± 1.92
C
 5.44 ± 0.15
C
 0.34 ± 0.02
A,B,C
 41.23 ± 1.04
C
 61.24 ± 0.94
B




Ethanol 50% 8.76 ± 0.70
A,B
 10.43 ± 1.01
A,B,D
 0.46 ± 0.07
B,C,D
 88.06 ± 4.05
A,B
 144.79 ± 2.65
A,C
 132.55 ± 2.54
A,B
 
Ethanol 70% 9.62 ± 0.19
B,D
 14.78 ± 0.26
E
 0.63 ± 0.02
C,D,E
 128.41 ± 2.94
D
 201.62 ± 4.08
D
 195.74 ± 3.81
F
 
Water pH 2 65.96 ± 0.49
E
 2.52 ± 0.06
F
 0.10 ± 0.01
A
 24.02 ± 0.06
E
 33.71 ± 1.72
E




Ethanol 50% 6.69 ± 0.33
A
 8.68 ± 0.21
D
 0.74 ± 0.09
D,E,F
 81.31 ± 4.30
B
 118.88 ± 6.56
F
 117.84 ± 4.61
A
 
Ethanol 70% 6.81 ± 0.03
A
 8.95 ± 0.60
D
 0.87 ± 0.18
E,F
 82.87 ± 2.94
B
 123.99 ± 0.13
C,F
 129.84 ± 0.32
A,B
 
Water pH 2 6.93 ± 0.15
A,B
 2.26 ± 0.16
F
 0.10 ± 0.01
A
 16.49 ± 2.68
E
 28.49 ± 5.97
E
 38.63 ± 4.56
E
 
Soxhlet Etanol 11.51 ± 0.05
D
 9.44 ± 0.50
B,D
 0.97 ± 0.14
F
 89.21 ± 0.20
A,B
 174.26 ± 6.28
G




Table 1 – Extraction conditions, global yield, total phenolic contents,  monomeric anthocyanin contents and antioxidant capacities of the extracts 























- GY: global yield; TPC: total phenolics content; MAC: monomeric anthocyanin content; GAE: gallic acid equivalent; Cy3GlE: cyanidin-3-O-glycoside equivalent; TE: trolox equivalent; DR: dry residue. 
- Results expressed as mean ± standard deviation. 





Supplementary Material 2 – ANOVA summary: Sources of variability and significance on the global yield, 
monomeric anthocyanin and individual content, total phenolics content and antioxidant capacities by DPPH, ABTS 
and FRAP methods for each vegetable residue. 
 
 
- GY: global yield; TIA: total individual anthocyanins content; TPC: total phenolics content; MAC: monomeric 
anthocyanin content; GAE: gallic acid equivalent; Cy3GlE: cyanidin-3-O-glycoside equivalent; TE: trolox 
equivalent; DR: dry residue. 







Table 2 – Anthocyanin content in Grumixama residues extracted by different methods and solvents. 
  Identified Anthocyanins 
Method Solvent Cy3Gl (mg/g DR) Cy3AH (mg/g DR) Total (mg/g DR) 
PLE 
Ethanol 50% 0.15 ± 0.04
A,B
 0.01 ± 0.00
A
 0.15 ± 0.04
A,B
 
Ethanol 70% 0.36 ± 0.04
B,C,D
 0.01 ± 0.00
A
 0.37 ± 0.04
B,C,D
 
Water pH 2 0.11 ± 0.02
A,B
 0.01 ± 0.00
A




Ethanol 50% 0.30 ± 0.08
B,C
 0.01 ± 0.00
A
 0.31 ± 0.08
B,C
 
Ethanol 70% 0.53 ± 0.02
C,D
 0.01 ± 0.00
A
 0.54 ± 0.02
C,D
 
Water pH 2 0.04 ± 0.00
A
 0.01 ± 0.00
A




Ethanol 50% 0.53 ± 0.00
C,D
 0.01 ± 0.00
A
 0.54 ± 0.00
C,D
 
Ethanol 70% 0.56 ± 0.04
D
 0.01 ± 0.00
A
 0.57 ± 0.04
D
 
Water pH 2 0.02 ± 0.00
A
 0.01 ± 0.00
A
 0.03 ± 0.01
A
 
Soxhlet Ethanol 1.02 ± 0.17
E
 0.02 ± 0.00
B
 1.04 ± 0.14
E
 
 - Cy3Gl: cyanidin-3-O-glucoside; Cy3AH: cyanidin-3-O-acetyl-hexoside; DR: dry residue. 
- Results expressed as mean ± standard deviation. 
- Equal letters in the same columns indicate no significant difference between extraction conditions 
for each sample. at 5% significance level by Tukey’s test.   








Table 3 – Anthocyanin content in blackberry residues extracted by different methods and solvents. 
  Identified Anthocyanins 
Method Solvent Cy3Gl (mg/g DR) Cy3Ru (mg/g DR) Cy3MG (mg/g DR) Cy3DG (mg/g DR)  Total (mg/g DR) 
PLE 
Ethanol 50% 1.05 ± 0.07
A
 0.09 ± 0.01
A,C
 0.01 ± 0.00
A,B





Ethanol 70% 1.63 ± 0.15
B 
 0.15 ± 0.01
B,E
 0.02 ± 0.00
B,C,D
 0.04 ± 0.00
C
 1.84 ± 0.16
B
 
Water pH 2 1.01 ± 0.01
A
 0.09 ± 0.01
A,C
 0.01 ± 0.00
A
 0.02 ± 0.00
A,B




Ethanol 50% 1.16 ± 0.12
A
 0.11 ± 0.02
A,B
 0.01 ± 0.00
A
 0.02 ± 0.00
B,D
 1.30 ± 0.14
A
 
Ethanol 70% 1.24 ± 0.12
A
 0.11 ± 0.02
A,B
 0.02 ± 0.00
A,B
 0.03 ± 0.01
A,E
 1.40 ± 0.15
A
 
Water pH 2 0.54 ± 0.02
C
 0.06 ± 0.01
C,D
 0.01 ± 0.00
A
 0.01 ± 0.00
D




Ethanol 50% 1.76 ± 0.10
B,D
 0.15 ± 0.01
B,E
 0.02 ± 0.00
B,C
 0.04 ± 0.00
C,E
 1.96 ± 0.11
B,D
 
Ethanol 70% 2.05 ± 0.11
D,E
 0.17 ± 0.01
E
 0.03 ± 0.00
C,D
 0.05 ± 0.00
C,F
 2.29 ± 0.13
D
 
Water pH 2 0.01 ± 0.01
F
 0.05 ± 0.01
D
 0.05 ± 0.01
E
 0.01 ± 0.00
D
 0.18 ± 0.09
E
 
Soxhlet Ethanol 2.13 ± 0.02
E
 0.13 ± 0.01
A,B,E
 0.03 ± 0.00
D
 0.06 ± 0.00
F
 2.36 ± 0.02
D
 
- Cy3Gl: cyanidin-3-O-glucoside; Cy3Ru: cyanidin-3-O-rutinoside; Cy3MG: cyanidin-3-O-malonyl-glucoside; Cy3DG: cyanidin-3-O-dioxalyl-
glucoside; DR: dry residue. 
- Results expressed as mean ± standard deviation. 
- Equal letters in the same columns indicate no significant difference between extraction conditions for each sample, at 5% significance level by 
Tukey’s test. 
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Method Solvent 
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- Del3Ga: delphinidin-3-O-galactoside; Del3Gl: delphinidin-3-O-glucoside; Cy3Ga: cyanidin-3-O-galactoside; Del3Ar: delphinidin-3-O-arabinoside; Cy3Gl: cyanidin-3-O-
glucoside; Pet3Ga: petunidin-3-O-galactoside; Cy3Ar: cyanidin-3-O-arabinoside; Pet3Gl: petunidin-3-O-glucoside; Peo3Ar: peonidin-3-O-galactoside; Pet3Ar: petunidin-3-
O-arabinoside; Peo3Gl: peonidin-3-O-glucoside; Mal3Ga: malvidin-3-O-galactoside; Mal3Ga: malvidin-3-O-glucoside; Mal3Ar: malvidin-3-O-arabinoside; DR: dry 
residue. 
- Results expressed as mean ± standard deviation. 
- Equal letters in the same columns indicate no significant difference between extraction conditions for each sample, at 5% significance level by Tukey’s test. 





3.3.4 Anthocyanin composition by UHPLC  
 Figure 1 shows the chromatograms and the mass spectra of the UHPLC-UV-Vis 
and UHPLC-QToF-MS analyses of the extracts from grumixama (A), blackberry (B) and 
blueberry (C) residues. Two, four and fourteen anthocyanins were simultaneously and 
tentatively identified in the extracts from grumixama, blackberry and blueberry, respectively.   
 The major anthocyanins in each extract, highlighted with shading on Tables 2, 3 
and 4, correspond to more than 85% of the identified pigments. Similar anthocyanin profiles 
were observed by HPLC in extracts from the fresh fruits and their derivatives (Barnes et al., 
2009; Lohachoompol, Mulholland, Srzednicki, & Craske, 2008; Silva, Rodrigues, 
Mercadante, & Rosso, 2014; Teixeira, Bertoldi, Lajolo, & Hassimotto, 2015). However, in 
these works the identification of anthocyanins was performed by HPLC.  
 As observed, the blueberry residue is more complex than those of grumixama and 
blackberry in terms of anthocyanin profile. However, the extract from grumixama residues is 
rich in other phenolics, as verified by the high TPCs, and the blackberry residue has high 
content of its four anthocyanins. Some extraction conditions had even achieved higher 
anthocyanin yield in blackberry than in blueberry. Most detected anthocyanins have cyanidin 
as structural basis. Cyanidin is one of the most polar aglycones due to two hydroxyl groups in 
its aromatic structure, which make it more active as antioxidant and more soluble in aqueous 
solutions (Lohachoompol et al., 2008). 
 From Tables 2, 3 and 4, it can be noted that the concentration of individual 
anthocyanins in the extracts varies significantly with sample, solvent and extraction method. 
However, the anthocyanin profile was practically the same for all conditions, and the effects 
of the process were the same reported in Section 3.3.   
 The total anthocyanin contents obtained by UHPLC (Tables 2, 3 and 4) are very 
similar to those determined by the differential pH method (Table 1), excepting the extracts 
from blueberry residue, in which a slight difference is observed. This possibly happens 
because cyanidin-3-O-glycoside is not the major anthocyanin in blueberry, although it is 
expressed in MAC determination. The anthocyanin contents obtained by spectrophotometric 
methods are often higher than those determined by chromatography, since other compounds 
may have absorbance at the same wavelength of the target compounds (Casazza et al., 2010; 
Paes et al., 2014). Moreover, some anthocyanins may have suffered copigmentation, i.e., 
binding to sugars, organic compounds or metals (Jackman et al., 1987), thus differing from 
the original molecule and not being detected by UHPLC. Even so, the UHPLC methods were 




Figure 1 – Representative chromatograms and mass spectrum data of the 
anthocyanins identified in the extracts from grumixama (A), blackberry (B) and 






compounds being detected (Barnes et al., 2009; Heffels et al., 2015; Lohachoompol et al., 
2008; Silva et al., 2014; Teixeira et al., 2015). 
 
3.3.5 Antioxidant capacity of the extracts  
 The antioxidant capacities determined through DPPH, ABTS and FRAP in the 
extracts are reported on Table 1. The decreasing order of the extraction methods in terms of 
AC was UAE+PLE > PLE ≈ Soxhlet > UAE, using hydroethanolic mixtures as solvents. This 
trend is observed for all fruit residues and AC methods. As well as in the other analyses, 
solvent, extraction method and their interaction had significant effect on AC, and Tukey’s test 
revealed significant differences between some extraction conditions.   
 Extractions with moderately polar solvents achieve high antioxidant capacities 
(Cai et al., 2016; Machado et al., 2015) because a wide variety of organic compounds can be 
obtained from simple carbonic chains to complex structures as polymerized phenolics. As in 
this work, PLE has overcome conventional techniques and even some emergent methods (Cai 
et al., 2016; Cha et al., 2010). The good PLE results are due to the combination of high 
pressure and temperature values. Besides keeping the solvent at the liquid state, high pressure 
increases its solvation power. The effects of PLE combined to those of ultrasound enhanced 
even more the recovery of antioxidants from grumixama, blackberry and blueberry residues, 
thus proving the high efficiency of the combination UAE+PLE. On the other side, the low 
ACs obtained by UAE are possibly due to the degradation of antioxidant compounds by 
radicals released in sonication (Kidak & Ince, 2006; Makino et al., 1983), as already 
discussed in Sections 3.2 and 3.3. This degradation is increased when high sonication times 
(over 30 min) are applied (Tiwari et al., 2010).  
 The extracts from grumixama residue had the highest AC, followed by blackberry 
and blueberry. However, the anthocyanin content of the extracts had the opposite trend, 
indicating that the AC of grumixama extracts comes from other compounds, such as phenolic 
acids and carotenoids (Infante et al., 2016).   
 Comparing the methods for AC determination, the results obtained by FRAP are 
the highest, followed by ABTS and DPPH. In the FRAP method the antioxidant capacity is 
measured through the reduction of Fe3+ to Fe2+, due to the transference of electrons from 
oxidized compounds. In DPPH and ABTS the determination is based on the direct capture of 
the organic radicals DPPH• and ABTS•+ by the antioxidant compounds, respectively. 
Moreover, colorimetric methods may not be so sensible and selective. FRAP may 
overestimate the result, since the reduction of Fe3+ may also happen in the presence of metals 
101 
 
with lower redox potential, and not only by the transference of electrons from organic 
compounds. Similar behavior (FRAP >ABTS > DPPH) was also observed in other works 
(Machado et al., 2015; Routray, Orsat, & Gariepy, 2014).  
 The extracts with higher AC had also the highest TPC. Table 5 shows the 
Pearson’s coefficients calculated for the correlation between AC and both TPC and MAC for 
the extracts from grumixama, blackberry and blueberry residues. As noted, the high 
coefficients obtained for AC vs TPC confirm that the antioxidant capacity of the extracts is 
mainly due to the phenolic compounds. However, this is not observed for MAC, which its 
value is moderately related to AC. Therefore, besides anthocyanins, other phenolic 
compounds such as procyanidins, phenolic acids and catechins could be responsible for the 
antioxidant capacity. Moreover, the investigated vegetal materials contain other classes of 
compounds, like carotenoids (Nile & Park, 2014; Silva et al., 2014), which also have 
antioxidant capacity. Similar correlations were also reported by Lohachoompol et al. (2008) 
and Routray et al. (2014). Finally, the TPC and MAC correlations were stronger with ABTS 
and DPPH than with FRAP, as observed by Routray et al. (2014) and Dudonné, Vitrac, 
Coutiere, Woillez, & Mérillon (2009). 
 
Table 5 – Correlations between total phenolic and monomeric anthocyanin contents with the 
antioxidant capacities determined by DPPH. ABTS e FRAP for the extracts from grumixama, 
blackberry and blueberry residues. 
- TPC: total phenolics content; MAC: monomeric anthocyanin content; GAE: gallic acid equivalento; Cy3GlE: 




 In conclusion, the data obtained in the present work demonstrated that the 
residues obtained from the processing of blackberry, blueberry and grumixama still contain 
good amounts of antioxidant compounds, such as anthocyanins and other phenolic 
compounds, which may have applicability in the food industry, In the pharmaceutical and 
cosmetics area. The extracts from grumixama residues had the greatest phenolic contents and 
antioxidant capacities, followed by blackberry and blueberry. However, the opposite trend 
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was noted for the anthocyanin content. The extraction methods and solvents used in this study 
significantly affected the solids global yield, total phenolic content, anthocyanin content and 
antioxidant capacity of extracts obtained from fruit residues. Among the emerging methods, 
the UAE+PLE, using the hydroethanolic mixtures (50% and 70% ethanol v/v), was the one 
that produced extracts with higher content of phenolic compounds and antioxidant power; and 
UAE, also using solvents hydroalcoholic, was the most efficient to extract the anthocyanin 
pigments. The Soxhlet also proved to be very efficient in extracting the same, however, the 
extracts produced by this method showed to have worse purity, since when they were 
compared with the conditions that were used the hydroethanolic mixtures, it was in them that 
were observed greater values of global yield. Among the techniques tested, the conventional 
method was the one that spent the most amount of solvent and time for the execution of the 
extraction. A PLE+UAE, employing the hydroalcoholic solvents, improved the extraction of 
antioxidants when compared to PLE and UAE. Acidified water combined with the sonication 
process proved to be the least interesting condition for the capture of polyphenols and 
anthocyanins. Pearson's correlation coefficients proved that the antioxidant capacity of the 
extracts is strongly related to the total phenolic content and, moderately related to the content 
of anthocyanins. Two, four and fourteen anthocyanins were identified and quantified in 
extracts of grumixama, blackberry and blueberry, respectively. Practically the same profile of 
anthocyanins was verified in the extracts of each raw material. The new UAE+PLE technique 
proved to be a good strategy for extracting polyphenols. 
  
3.5 ACKNOWLEDGEMENTS 
 The authors wish to thank CNPq (140268/2014-6) for the PhD scholarship, 
FAPESP (2013/02203-6 and 2015/11932-7) and CAPES (2952/2011) for the financial 
support. 
 
3.6 REFERENCES  
Alves, L. A., Silva, J. B., & Giulietti, M. (2007). Solubility of d-glucose in water and 
ethanol/water mixtures. Journal of Chemical & Engineering Data, 52(6), 2166–2170. 
Balasundram, N., Sundram, K., & Samman, S. (2006). Phenolic compounds in plants and 
agri-industrial by-products: Antioxidant activity, occurrence, and potential uses. Food 
Chemistry, 99(1), 191–203. 
Barba, F. J., Zhu, Z., Koubaa, M., Sant’Ana, A. S., & Orlien, V. (2016). Green alternative 
methods for the extraction of antioxidant bioactive compounds from winery wastes and 
103 
 
by-products: A review. Trends in Food Science and Technology, 49, 96–109. 
Barnes, J. S., Nguyen, H. P., Shen, S., & Schug, K. A. (2009). General method for extraction 
of blueberry anthocyanins and identification using high performance liquid 
chromatography-electrospray ionization-ion trap-time of flight-mass spectrometry. 
Journal of Chromatography A, 1216(23), 4728–4735. 
Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E., & Berset, C. (1995). Use of a free radical method to 
evaluate antioxidant activity. LWT - Food Science and Technology, 28(1), 25–30. 
Cai, Z., Qu, Z., Lan, Y., Zhao, S., Ma, X., Wan, Q., Li, P. (2016). Conventional, ultrasound-
assisted, and accelerated-solvent extractions of anthocyanins from purple sweet potatoes. 
Food Chemistry, 197, 266–272. 
Casazza, A. A., Aliakbarian, B., Mantegna, S., Cravotto, G., & Perego, P. (2010). Extraction 
of phenolics from Vitis vinifera wastes using non-conventional techniques. Journal of 
Food Engineering, 100(1), 50–55. 
Cha, K. H., Kang, S. W., Kim, C. Y., Um, B. H., Na, Y. R., & Pan, C. H. (2010). Effect of 
pressurized liquids on extraction of antioxidants from Chlorella vulgaris. Journal of 
Agricultural and Food Chemistry, 58(8), 4756–4761. 
Chemat, F., Zill-E-Huma, & Khan, M. K. (2011). Applications of ultrasound in food 
technology: Processing, preservation and extraction. Ultrasonics Sonochemistry, 18(4), 
813–835. 
Corrales, M., Butz, P., & Tauscher, B. (2008). Anthocyanin condensation reactions under 
high hydrostatic pressure. Food Chemistry, 110(3), 627–635. 
Dudonné, S., Vitrac, X., Coutiere, P., Woillez, M., & Mérillon, J. M. (2009). Comparative 
Study of antioxidant properties and total phenolic content of 30 plant extracts of 
industrial interest using DPPH, ABTS, FRAP, SOD, and ORAC assays. Journal of 
Agricultural and Food Chemistry, 57, 1768–1774. 
Galanakis, C. M. (2012). Recovery of high added-value components from food wastes: 
Conventional, emerging technologies and commercialized applications. Trends in Food 
Science and Technology, 26(2), 68–87. 
Garcia-Mendoza, P., Espinosa-Pardo, F. A., Baseggio, A. M., Barbero, G. F., Maróstica 
Junior, M. R., Rostagno, M. A., & Martínez, J. (2017). Extraction of phenolic 
compounds and anthocyanins from juçara (Euterpe edulis Mart.) residues using 
pressurized liquids and supercritical fluids. The Journal of Supercritical Fluids, 119, 9–
16. 
Giusti, M. M., & Wrolstad, R. E. (2001). Characterization and measurement of anthocyanins 
104 
 
by UV-visible spectroscopy. In Current Protocols in Food Analytical Chemistry. John 
Wiley & Sons, Inc. 
Heffels, P., Weber, F., & Schieber, A. (2015). Influence of accelerated solvent extraction and 
ultrasound-assisted extraction on the anthocyanin profile of different Vaccinium species 
in the context of statistical models for authentication. Journal of Agricultural and Food 
Chemistry, 63(34), 7532–7538. 
Infante, J., Rosalen, P. L., Lazarini, J. G., Franchin, M., & Alencar, S. M. (2016). Antioxidant 
and anti-inflammatory activities of unexplored brazilian native fruits. PLoS ONE, 11(4).  
Jackman, R. L., Yada, R. Y., Tung, M. A., & Speers, R. A. (1987). Anthocyanins as food 
colorants —A review. Journal of Food Biochemistry, 11(3), 201–247.  
Kidak, R., & Ince, N. H. (2006). Ultrasonic destruction of phenol and substituted phenols: A 
review of current research. Ultrasonics Sonochemistry, 13(3), 195–199.  
Lohachoompol, V., Mulholland, M., Srzednicki, G., & Craske, J. (2008). Determination of 
anthocyanins in various cultivars of highbush and rabbiteye blueberries. Food Chemistry, 
111(1), 249–254. 
Machado, A. P. F., Pasquel-Reátegui, J. L., Barbero, G. F., & Martínez, J. (2015). Pressurized 
liquid extraction of bioactive compounds from blackberry (Rubus fruticosus L.) residues: 
A comparison with conventional methods. Food Research International, 77, 675–683.  
Makino, K., Mossoba, M. M., & Riesz, P. (1983). Chemical effects of ultrasound on aqueous 
solutions. Formation of hydroxyl radicals and hydrogen atoms. Journal of Physical 
Chemistry, 87(8), 1369–1377. 
Mustafa, A., & Turner, C. (2011). Pressurized liquid extraction as a green approach in food 
and herbal plants extraction: A review. Analytica Chimica Acta, 703(1), 8–18.  
Nile, S. H., & Park, S. W. (2014). Edible berries: Bioactive components and their effect on 
human health. Nutrition, 30(2), 134–144.  
Paes, J., Dotta, R., Barbero, G. F., & Martínez, J. (2014). Extraction of phenolic compounds 
and anthocyanins from blueberry (Vaccinium myrtillus L.) residues using supercritical 
CO2 and pressurized liquids. The Journal of Supercritical Fluids, 95(0), 8–16.  
Palma, M., Pineiro, Z., & Barroso, C. G. (2002). In-line pressurized-fluid extraction-solid-
phase extraction for determining phenolic compounds in grapes. Journal of 
Chromatography A, 968(1-2), 1–6. 
Paredes-Lopez, O., Cervantes-Ceja, M. L., Vigna-Perez, M., & Hernandez-Perez, T. (2010). 
Berries: improving human health and healthy aging, and promoting quality life-A 
review. Plant Foods for Human Nutrition, 65(3), 299–308.  
105 
 
Pereira, R. G., Garcia, V. L., Rodrigues, M. V., & Martínez, J. (2016). Extraction of lignans 
from Phyllanthus amarus Schum. & Thonn using pressurized liquids and low pressure 
methods. Separation and Purification Technology, 158, 204–211.  
Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., & Rice-Evans, C. (1999). 
Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization assay. 
Free Radical Biology and Medicine, 26(9–10), 1231–1237. 
Rezaie, M., Farhoosh, R., Iranshahi, M., Sharif, A., & Golmohamadzadeh, S. (2015). 
Ultrasonic-assisted extraction of antioxidative compounds from Bene (Pistacia atlantica 
subsp. mutica) hull using various solvents of different physicochemical properties. Food 
Chemistry, 173, 577–583. 
Rostagno, M. A., D’Arrigo, M., & Martínez, J. A. (2010). Combinatory and hyphenated 
sample preparation for the determination of bioactive compounds in foods. Trends in 
Analytical Chemistry, 29(6), 553–561.  
Routray, W., Orsat, V., & Gariepy, Y. (2014). Effect of different drying methods on the 
microwave extraction of phenolic components and antioxidant activity of highbush 
blueberry leaves. Drying Technology, 32(16), 1888–1904.  
Ruenroengklin, N., Zhong, J., Duan, X., Yang, B., Li, J., & Jiang, Y. (2008). Effects of 
various temperatures and pH values on the extraction yield of phenolics from litchi fruit 
pericarp tissue and the antioxidant activity of the extracted anthocyanins. International 
Journal of Molecular Sciences, 9(7), 1333–1341. 
Sadilova, E., Carle, R., & Stintzing, F. C. (2007). Thermal degradation of anthocyanins and 
its impact on color and in vitro antioxidant capacity. Molecular Nutrition and Food 
Research, 51(12), 1461–1471.  
Silva, N. A., Rodrigues, E., Mercadante, A. Z., & Rosso, V. V. (2014). Phenolic compounds 
and carotenoids from four fruits native from the Brazilian Atlantic forest. Journal of 
Agricultural and Food Chemistry, 62(22), 5072–5084. 
Silva, J. K., Cazarin, C. B. B., Colomeu, T. C., Batista, Â. G., Meletti, L. M. M., Paschoal, J. 
A. R., … Zollner, R. L. (2013). Antioxidant activity of aqueous extract of passion fruit 
(Passiflora edulis) leaves: In vitro and in vivo study. Food Research International, 53(2), 
882–890.  
Singleton, V. L., & Rossi, J. A. (1965). Colorimetry of total phenolics with 
phosphomolybdic-phosphotungstic acid reagents. American Journal of Enology and 
Viticulture, 13(3), 144–158. 
Teixeira, L. D. L., Bertoldi, F. C., Lajolo, F. M., & Hassimotto, N. M. A. (2015). 
106 
 
identification of ellagitannins and flavonoids from Eugenia brasilienses Lam. 
(grumixama) by HPLC-ESI-MS/MS. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 
63(22), 5417–5427.  
Tiwari, B. K., O’Donnell, C. P., & Cullen, P. J. (2009). Effect of non thermal processing 
technologies on the anthocyanin content of fruit juices. Trends in Food Science and 
Technology, 20(3-4), 137–145. 
Tiwari, B. K., Patras, A., Brunton, N., Cullen, P. J., & O’Donnell, C. P. (2010). Effect of 
ultrasound processing on anthocyanins and color of red grape juice. Ultrasonics 
Sonochemistry, 17(3), 598–604. 
Wijngaard, H. H., Ballay, M., & Brunton, N. (2012). The optimisation of extraction of 






































- CAPÍTULO 4 - 
Encapsulação de Extrato Antociânico pelos Processos Spray-





















 Diante dos resultados obtidos na primeira parte do trabalho (Capítulo 3), a 
princípio, a intenção era escolher o melhor solvente (mistura hidroetanólica 70%) e o melhor 
método de extração (UAE) e utilizá-los para produzir a solução a ser empregada nos 
processos de formação de partículas (Capítulo 4 e 5). Porém, algumas dificuldades foram 
encontradas, limitando assim o emprego dos mesmos. Através de testes preliminares 
verificou-se que a presença de água em extratos etanólicos contendo antocianinas, mesmo que 
em baixas quantidades, impede a sua eficiente secagem pela técnica SAS. Diante disso, 
optou-se por realizar a extração de antocianinas utilizando apenas etanol como solvente. 
Quanto aos métodos de extração, os equipamentos empregados na primeira parte deste 
trabalho produzem extratos em pequena escala. Como era necessária a produção de um único 
lote para evitar variações na composição do extrato, decidiu-se empregar o procedimento de 
extração por agitação mecânica (etapa 2 – Capítulo 4), que era a técnica em que se dispunha 
de um equipamento disponível para produzir extratos em grande quantidade de uma única 
vez. Apenas nos experimentos da terceira etapa (Capítulo 5) se utilizou a UAE como método 
de extração, já que os experimentos SAS não demandavam grandes volumes de solução como 
os ensaios no spray-dryer. Assim, um lote de pequeno volume era fácil de ser obtido com o 
equipamento de UAE disponível. 
 Como pode ser notado, após a realização da primeira etapa o restante do trabalho 
foi feito empregando apenas o resíduo de amora-preta como fonte de antocianinas. Para não 
deixar o trabalho de doutorado tão extenso foi necessário escolher apenas uma matéria-prima 
para os estudos de encapsulação/formação de partículas (Capítulos 4 e 5). O resíduo de 
amora-preta foi o escolhido, dentre aqueles (resíduo de mirtilo e grumixama) utilizados no 
estudo de extração (etapa 1 – Capítulo 3), pelo fato de ter proporcionado extratos com 
maiores conteúdos de antocianinas, além de ser a matéria-prima disponível em maior 
quantidade no LAPEA. 
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 An ethanolic extract rich in anthocyanins was obtained from blackberry residues. 
 Encapsulation of the extract was performed by spray-drying, freeze-drying and SAS. 
 The encapsulation processes did not lead to great degradation of antioxidant. 
 The SAS process is selective and promising for anthocyanin encapsulation. 








 The extract obtained from blackberry (Rubus fruticosus) residues was 
encapsulated in polyvinylpirrolidone (PVP) using three methodologies: the conventional 
spray-drying (SD) and freeze-drying (FD) methods, and the new technique of supercritical 
antisolvent (SAS), using CO2 as antisolvent and ethanol as solvent of the organic solution 
(extract + PVP). The methods and particles produced by them were evaluated in terms of 
precipitation yield, residual ethanol and moisture contents, anthocyanin concentration, 
antioxidant capacity, morphology, crystallinity and thermal stability. SD, FD and SAS 
resulted in particles with good anthocyanin yields (above 76%), high antioxidant capacity 
(above 100 mol TE/g particle) and were effective to concentrate the target pigments in PVP 
without great degradation. Using SAS, particles with 1.42 mg ECy3Gl/g were achieved. 
Nevertheless, SAS particles presented high residual ethanol (8.17% w/w) and moisture 
(11.30% w/w) whereas in SD and FD particles these contents remained below 2 and 5%, 
respectively. Scanning electron microscopy revealed a spherical shape in particles obtained by 
SD, while those produced by SAS and FD presented irregular agglomerates. The 
encapsulation processes were equivalent in terms of thermal protection of the extracts and 
they did not modify the crystallinity and the thermal behavior of PVP. The SAS process 
achieved preferential precipitation of anthocyanins when compared to SD and FD, since 
supercritical CO2 does not have any affinity to such compounds.        
 
Key-words: Precipitation, antioxidant, PVP, SAS, Rubus fruticosus, fruit by-products. 
 
4.1 INTRODUCTION 
 Anthocyanins are phenolic compounds belonging to the flavonoid group, and 
represent the most important natural pigments in vascular plants. They are non-toxic, soluble 
in water and responsible for the blue, purple, violet and red colors of flowers, vegetables, 
fruits and their processed products  [1]. Anthocyanins correspond to the glycoside or acyl-
glycoside of anthocyanidins (also known as aglicones) and are located in the cell’s vacuole, 
mainly in the fruits’ peel [2]. This phytochemical compound has attracted great interest due to 
its potential use as natural dye and biological properties, such as antioxidant, anti-
inflammatory, anti-carcinogenic, anti-mutagenic and chemo-protective [3]. 
 In the recent years, many researchers have shown that residues obtained from the 
processing of small fruits, such as blackberry, blueberry, grape, apple, pomegranate and 
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strawberry are rich sources of anthocyanins [4]. Thus, the extraction of anthocyanins and 
other bioactive compounds from these residues is a promising strategy to recover and add 
value to food industry by-products, since most of them are currently discarded. Moreover, it is 
a mean to reduce the negative impact of their direct disposal in nature [5]. Therefore, the 
process is interesting in both economic and environmental points of view. 
 Even so, the application of anthocyanins in food and pharmaceutics is still a big 
technological challenge, since these compounds present low stability against some ambient, 
processing and storage condition. Anthocyanins are strongly affected by light, pH, 
temperatures higher than 60 oC, oxygen, moisture, metallic ions, sulfite, ascorbic acid, sugars 
and some enzymes (glucosidases, galactosides, peroxidases and polyphenol oxidase) [1,6]. 
The bioavailability of anthocyanins is often low because of their sensibility to pH changes – 
they are generally stable at pH below 3.5 and degrade above 7.0. This has an obvious impact 
on the color stability and health benefits of anthocyanin, so that ways to stabilize these 
compounds should be found [2,7]. In this context, encapsulation stands out as a mean to keep 
stability and enhance the bioavailability of anthocyanins and other bioactive compounds 
extracted from vegetable sources [8,9].  
 Spray-drying (SD) is among the most applied techniques to encapsulate 
anthocyanins, besides being used to dry 80-90% of the encapsulated products [7]. Freeze-
drying (FD) is also efficient to encapsulate anthocyanins, since it provides a porous non-
shrunk structure that is particularly useful for thermally sensible compounds. However, both 
techniques have drawbacks [10,11]. SD is not indicated for thermally sensible compounds and 
is limited in terms of the choice of coating materials, which could have too high viscosity at 
high concentrations. FD produces non-uniform particles, requires large processing times, 
consumes too much energy and produces open porous structures that may not be effective 
barriers between the target compounds and the environment [7]. 
 Therefore, micronization techniques based on supercritical fluids, such as 
supercritical antisolvent (SAS) precipitation, have been proposed as alternatives to the above 
mentioned conventional methods. The properties of supercritical carbon dioxide (SC-CO2), 
which is versatile, inert, non-toxic, non-flammable, inexpensive, environmentally accepted 
and free from toxic residues in the final product, motivate its use as antisolvent. Moreover, the 
critical properties of CO2 (Tc = 31.1 
oC and Pc = 7.38 MPa) are moderate when compared to 
other possible supercritical antisolvents, thus preventing thermal degradation and reducing 
operation costs [8,12]. Literature reports applications of SAS to precipitate and encapsulate 
several materials [13–16]. However, most of the works based on SAS employed toxic and 
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environmentally unfriendly solvents, such as dichloromethane, dimethyl sulfoxide, ethyl 
acetate, acetone [17–20], because they have a good affinity with SC-CO2. Nevertheless, these 
solvents are unsuitable for applications in food or pharmaceutical products. 
 The present work had the goal to encapsulate the extract obtained from blackberry 
(Rubus fruticosus) residues, a rich source of anthocyanins [4,21], in polyvinylpirrolydone 
(PVP), using SAS with SC-CO2 as antisolvent and ethanol as GRAS (Generally Recognized 
as Safe) solvent to the mixture of extract and PVP. Encapsulation should enhance the 
retention of anthocyanins in the particle, thus protecting these pigments from condit ions and 
contributing to their application in food, pharmaceutics and cosmetics. To assess the 
effectivity of SAS, the conventional methods SD and FD were applied for comparison. 
 
4.2 MATERIALS AND METHODS 
 This work was mostly performed in the Laboratory of High Pressure in Food 
Engineering (LAPEA/DEA/FEA/UNICAMP – Campinas/SP/Brazil) and in the Chemical, 
Biological and Agricultural Pluridisciplinary Research Center (CPQBA/UNICAMP – 
Paulínia/SP/Brasil). The chromatographic analyses were performed in the Department of 
Analytical Chemistry of the University of Cadiz, Spain. 
 
4.2.1 Chemicals 
 Polyvinylpyrrolidone (PVP) (MW = 10,000 g/mol) (Sigma Aldrich Chemical Co., 
St. Louis, MO, USA) was chosen as a core material. Anthocyanin standard (cyanidin 
chloride), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox), 2,4,6-tris(2-
pyridyl)-s-triazine (TPTZ) and potassium persulfate were also purchased from Sigma-Aldrich. 
Absolute ethanol, citric acid, glacial acetic acid, trihydrated sodium acetate, potassium 
chloride were purchased from Synth (São Paulo, SP, Brazil). Hexahydrated ferric chloride 
was purchased from Dinâmica (São Paulo, SP, Brazil) and carbon dioxide (99.9% pure) from 
White Martins Gases Industriais (Campinas, SP, Brazil). HPLC-grade methanol and formic 
acid, used in UHPLC, were purchased from Merck (Darmstadt, Germany) e Panreac 
(Barcelona, Spain), respectively. Ultrapure water was prepared in a purification system (Milli-
Q, Millipore, Bedford, USA). 
 
4.2.2 Preparation of blackberry residue 
 The residue obtained from industrial processing of blackberry was acquired from 
Sítio do Bello, a fruit processing company located in Paraibuna-SP, Brazil (23° 23' 10" S, 45° 
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39' 44" W). The residue was collected and stored in 5 kg plastic bags under freezing (-78 oC at 
Sítio do Bello and -18 oC at LAPEA) until lyophilization. 
 The fresh blackberry residue had moisture, Brix and pH of 30.65%, 8.60% and 
3.38, respectively, and was composed of peel, seeds and edible pulp. It was freeze-dried in a 
bench freeze dryer (Liotop, L101, São Paulo, SP, Brazil), and then ground in a domestic 
blender for 15 s, to homogenize and reduce particle size before extraction. Table 1 shows the 
proximate composition and the mean particle diameter (dp) of the dried and ground residue 
prior to extraction.    
 It is worth mentioning that drying the residue was necessary, since SC-CO2 used 
in SAS has very low affinity to water. Thus, the excess of water would reduce the drying 
efficiency and the particle formation.  
 
Table 1 – Proximate composition and particle diameter of the freeze-dried blackberry residue. 
- dmp: particle mean diameter. 
- Percentage (%) in dry basis. 
- Results expressed as mean ± standard deviation (SD). 
 
4.2.3 Preparation of extract and polymeric solution 
 Anthocyanins were extracted by mechanical stirring for 90 min in a shaker 
(Marconi, MA140/CFT, Piracicaba-SP, Brazil), using 15 g of dried and ground blackberry 
residue and 350 mL of acidified ethanol (pH 3.0 adjusted by direct addition of citric acid). In 
acid media, anthocyanins remain in their most stable form, cation flavilium, and have their 
extraction enhanced [24,25]. After extraction, samples were filtered (MF-Millipore™, pore 
size 0.45 µm) under vacuum and the liquid was recovered and stored at 4-6 oC until further 
use. The residue and solvent amounts were defined in order to achieve an extract with 1.50% 
total solids (w/v). 
 For the encapsulation, PVP was dissolved in the ethanolic extract in a mass ratio 
with respect to the dry content of the extract of 5:2. The choice of PVP as core material was 
based on solubility tests performed with several polymers in ethanol and anthocyanin-rich 
Analysis Mean ± SD Method 
Moisture (%) 2.74 ± 0.93 AOAC (2002) [22] 
Proteins (%) 9.83 ± 0.15 AOAC (2002) [22] 
Lipids (%) 0.87 ± 0.01 Bligh and Dyer (1959) [23] 
Ash (%) 0.51 ± 0.01 AOAC (2002) [22] 
Fiber + Carbohydrates (%) 86.05 ± 0.24 By difference 
dp (µm) 638.95 ± 3.59 ASAE (1998) [22] 
115 
 
extract, and also on some SD and SAS precipitation tests, besides being a GRAS polymer 
with various medical, pharmaceutical and food applications [26]. 
 
4.2.4 Characterization of extract and PVP solution 
4.2.4.1 Total solids and pH  
 The total solid content (TS) of the extract with and without PVP was determined 
gravimetrically, by drying ca. 6.0 mL of extract in oven (FANEM, Mod. 315-SE, São Paulo, 
Brazil) at 70 ºC until constant weight. TS was expressed in percentage (% - g total solids/100 
mL extract). 
 The pH of the extracts with and without PVP was determined in a potentiometer 
(QUIMIS®, Mod.Q400AS, Brazil) that enables direct reading [22]. 
 
4.2.4.2 Monomeric anthocyanins 
 The monomeric anthocyanin content (MA) was determined using the differential 
pH method [27], with some modifications. First, the samples were diluted in two different 
buffer solutions: potassium chloride pH 1.0 (0.025 M) and sodium acetate pH 4.5 (0.40 M), 
both adjusted with concentrated HCl. The solutions’ absorbances were measured at 510 and 
700 nm in a spectrophotometer (Hach - Mod.DR/4000, Loveland, USA), which was 
calibrated using the buffer solutions. The samples were diluted to achieve absorbances from 
0.100 to 0.900. MA was calculated with Eq. (1) and expressed as mg cyanidin-3-O-glicoside 
equivalent (ECy3Gl)/g dry sample (ds). 
 
                                                                                                                                        (1) 
 
where:  
MA = Monomeric anthocyanin content (mg ECy3Gl/g ds);  
A = (Abs510 – Abs700)pH 1.0 – (Abs510 – Abs700)pH 4.5; 
MM = 449.2 g/mol – molecular mass of cyanidin-3-O-glucoside;  
FD = dilution factor, (FD = 5);  
1000 = conversion factor from g to mg; 
ε = 26900 L/cm.mol – molar absorptivity of cyanidin-3-O-glucoside; 




4.2.4.3 Quantification of anthocyanins by UHPLC-UV-Vis 
 The anthocyanins identified in the extract were quantified in an ultra-performance 
liquid chromatography system (Elite UPLC LaChrom, VWR Hitachi, Tokio, Japan) 
consisting of an automatic sample injector (L-2200U), a column oven (L-2300), a pump (L-
2160) and a Uv-Vis detector (L-2420U). The chromatographic conditions were those 
described by Machado et al. (2015) [28]. Calibration curves were plotted within the 0 to 55 
mg/L (ppm) range for each identified anthocyanin. Results were expressed as mg 
anthocyanin/g dry sample. 
 
4.2.4.4 Antioxidant capacity 
 The antioxidant capacity (AC) of the extracts was determined through the DPPH 
and FRAP methods, described as follow, and expressed as µmol Trolox equivalent (TE)/g ds. 
DPPH: The capture of the free radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine) was evaluated 
according to Brand-Williams et al. (1995) [29]. In the dark, 0.1 mL of samples diluted in 
ethanol or Trolox standard solutions were mixed with 3.9 mL of ethanolic DPPH solution (60 
µM). The mixtures were stirred in Vortex (Phoenix Luferco, AP56, Araraquara – SP, Brazil) 
and incubated in the dark for 30 min at room temperature. Sample absorbances were 
measured at 515 nm in a spectrophotometer (Hach, Mod.DR/4000, Loveland, USA), which 
was calibrated with ethanol. A calibration curve was plotted with Trolox concentrations from 
50 to 1000 µM. 
FRAP: The FRAP antioxidant capacity of the extracts was evaluated as described by Silva et 
al. (2013) [30], with some adaptations. The FRAP reagent was obtained from the mixture of 
sodium acetate buffer (0.3 M, pH 3.6), TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine) solution (10 
mM) and ferric chloride (20 mM) in the proportion 10:1:1 (v:v:v). In the dark, 90 µL of the 
diluted samples or Trolox standard solutions were mixed with 270 µL of ultrapure water and 
2.7 mL of FRAP reagent in tubes. Samples were homogenized in tube stirrer and heated in a 
bath (Novatecnica®, NT281, Brazil) at 37 ºC. After 30 min their absorbance was read at 595 
nm in spectrophotometer (Hach, Mod.DR/4000, Loveland, USA) calibrated with FRAP 
reagent. A calibration curve was plotted with Trolox concentrations from 50 to 100 µM. 
  
4.2.4.5 Total reducing sugars 
 The total reducing sugar content (TRS) of the extracts was determined through the 
colorimetric methods described by Miller (1959) [31]  and Nelson (1944) [32]. Two reagents 
were prepared: Somogyi-Nelson I (SN-I) and Somogyi-Nelson II (SN-II). 1.0 mL of the 
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sample or standard was pipetted into an assay tube, where 2.0 mL of the SN-I reagent was 
added. The tubes were stirred and heated in boiling water for 6 min, and then, 2.0 mL of SN-
II was added, the mixture stirred and allowed to rest for 5 min at room temperature. Finally, 
25 mL of distilled water was added. The samples’ absorbances were read at 540 nm in 
spectrophotometer (Hach, Mod.DR/4000, Loveland, USA). TRS was expressed as g glucose 
equivalent (GE)/g dry extract.  
 
4.2.5 Encapsulation processes 
4.2.5.1 Spray-drying (SD) 
 To produce particles through SD, PVP solution (3.75% in ethanol) and the extract 
from blackberry residue containing PVP (5:2 – PVP:extract) were dried in a bench scale 
spray-dryer (Mini Spray-Dryer, BÜCHI B-290, Flawil, Switzerland). Compressed nitrogen 
was used as drying fluid at 0.5-0.8 MPa. The solutions were fed into the spray-dryer by a 
peristaltic pump and atomized through a 0.7 mm diameter injection nozzle. The solut ion and 
nitrogen flow rates were 3.0 mL/min and 536 L/h, respectively. The total volume of the 
injected solution was 200 mL, and the inlet and outlet temperatures were 105 and 80 oC, 
respectively, controlled by PT-100 sensors. The resulting dry material was collected in a high 
performance cyclone separator and nitrogen was removed through an aspiration system with 
90% vacuum. Absolute ethanol was aspersed to clean the spray-drier between the 
experiments, which were carried out in triplicate. The dry particles were collected, weighed 
and stored in the dark at -18 oC to prevent degradation before analyses, since particles were 
highly hygroscopic and degraded in desiccator.  
 
4.2.5.2 Freeze-drying (FD) 
 To produce dry particles through FD, the solutions were firstly rota-evaporated 
(Marconi, MA-120, São Paulo, SP, Brazil) to completely remove ethanol. The samples were 
then suspended in water and frozen in glass recipients at -18 oC. Next, they were subjected to 
freeze-drying in a bench scale freeze-dryer (Liotop L101 (São Carlos, SP, Brazil). The 
process was performed under strong vacuum (≈ 20 µHg) and controlled room temperature (24 
oC). The freeze-dried material was converted into a thin powder through maceration. The dry 
particles were then stored in the dark at -18 oC until the analyses. The experiments were 




4.2.5.3 Supercritical antisolvent (SAS) 
SAS equipment 
 The SAS encapsulation of anthocyanins was performed in the unit schematically 
presented in Fig. 1, which was designed and assembled in LAPEA. It is composed by a 723 
mL stainless steel (AISI 316) jacketed precipitation cell (7.0 cm internal diameter x 18.8 cm 
height); two piping lines entering on the cell’s top to supply CO2 and organic solution at the 
work pressure and temperature; a pipeline leaving the cell’s bottom to remove the 
CO2+solvent mixture; a pneumatic pump (Maximator
®, MO37-S, Nordhausen, Germany) and 
a HPLC pump (Jasco, PU2080, Tokyo, Japan) to feed SC-CO2 and the organic solution, 
respectively; a compressor to operate the pneumatic pump; an injection system coupled in the 
top of the cell, to spray the liquid solution into it; a stainless steel filter (1 µm pore size) on 
the cell’s bottom, to collect the precipitated material; a vessel to collect the solvent and 
compounds removed by SC-CO2; a gas totalizer to measure the total CO2 volume used in each 
experiments; block valves; an electric-heated micrometer valve to control the antisolvent flow 
rate; safety valves; heating and cooling baths; and instruments to measure pressure and 
temperature. The pipes and connections were of stainless steel with outside diameters of 1/4ʺ, 
1/8ʺ and 1/16ʺ. Teflon gaskets were used to seal the precipitation cell. 
 
 
Fig. 1. Schematic diagram of the SAS unit. C1 – CO2 reservoir; F1 – CO2 filter; M1 and M2 – 
pressure gauges; CB – cooling bath; C – Compressor; V1, V2, V3, V4, V5 e V6 – block 
valves; F2 – compressed air filter; P1 – pneumatic pump; HB – heating bath; P2 – HPLC 
pump; SV – safety valve; PC – precipitation cell; V7 – micrometer valve micrométrica; I1 – 






Conditions and SAS operation  
 The SAS experiments were performed with pure PVP solution and with a solution 
containing extract from blackberry residue and PVP (1:2.5, w:w), using SC-CO2 as 
antisolvent at the following conditions: temperature (T) = 40 oC; pressure (P) = 10 MPa; 
solution flow rate (Qsol) = 0.5 mL/min; CO2 flow rate (QCO2) = 11.5 g/min; injected solution 
volume (Vsol) = 45 mL; removal time of ethanol from the particles (trem) = 75 min. These 
conditions were based on preliminary tests and on the works of Reverchon et al. (2001) [33], 
Rossmann et al. [34] and Visentin et al. (2012) [13]. The experiments were performed in 
triplicate. 
 The following operation procedure was adopted: CO2 was fed into the 
precipitation cell until work pressure and temperature were achieved. Once P, T and QCO2 
were stabilized, the organic solution was pumped into the cell at the defined flow rate through 
a coaxial nozzle with inner diameter of 0.007” (0.178 mm) until Vsol was completed. Then, 
the system was maintained at the operation conditions for 75 min, to remove the residual 
solvent from the precipitated particles. Finally, the chamber was slowly decompressed for 75 
min and opened. The particles were collected, weighed and stored in glass recipients in the 
dark at -18 oC until the analyses, to prevent degradation and water sorption. 
 
4.2.6 Characterization of processes and particles 
4.2.6.1 Global particle yield 
 The global particle yield (GPY) was defined as the mass ratio between the 
collected particles at the end of each process and the total solid amount in the organic 
solution. 
  
4.2.6.2 Residual ethanol and moisture 
 The residual ethanol content (RE) of the particles was determined by the mass 
decrease of 0.5 g samples kept at 40 oC for 24 h. The particles’ moisture was gravimetrically 
determined in a vacuum oven (Marconi, MA030/12, SP, Brazil) at 70 °C until constant weight 
was achieved [22]. 
 
4.2.6.3 Anthocyanin contente and antioxidante capacity 
 The monomeric (MA) and individual anthocyanin contents and the antioxidant 
capacity (AC – DPPH and FRAP) of the particles were determined as described in sections 
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4.2.4.2, 4.2.4.3 and 4.2.4.4, respectively. The quantifications were performed from the 
samples (around 50 mg) diluted in 10 mL of absolute ethanol. 
 
4.2.6.4 Anthocyanin precipitation yield 
 The anthocyanin precipitation yield (APY) was defined as the mass ratio between 
encapsulated anthocyanins and the total monomeric anthocyanins contained in the feed 
solution. 
 
4.2.6.5 Crystallographic structure 
 The crystallographic structure of the dry materials was analyzed by X-ray 
diffraction (XRD) in a diffractometer (Shimadzu, XRD-7000, Tokyo, Japan). Around 20 mg 
particles were placed on glass plates and inserted in the XRD. Analyses were carried out with 
X-ray radiation CuKα (  = 1,54056 Å) with a 40 kV tension generator at angle variation (2θ) 
from 5º to 60º at a scan rate of 2°/min. Data were analyzed with the software OriginPro 
version 8.5 (OriginLab, Massachusetts, USA). 
 
4.2.6.6 Thermal stability 
 The thermal stability of the particles was investigated in a thermogravimetric 
analyzer (TGA) (TA Instruments SDTQ600). Around 2-5 mg of dried particles were analyzed 
in a temperature range from 25 to 550 oC with a 10 oC/min heating rate under a synthetic air 
flow. Data were analyzed with the software OriginPro version 8.5 (OriginLab, Massachusetts, 
USA). 
 
4.2.6.7 Glass transition temperature 
 The glass transition temperature (Tg) of the particles (2-5 mg) was determined 
using differential scanning calorimetry (DSC) in a calorimeter (TA Instruments, DSC-Q100, 
New Castle, USA) under argon flow. Thermal curves were obtained as follow: heating from 
25 to 200 oC at 10 oC/min; isothermal for 2 min; cooling to 0 oC at 10 oC/min; isothermal for 
2 min; heating to 200 oC at 10 oC/min.      
 
4.2.6.8 Surface morphology 
 The particle surface morphology was analyzed in a scanning electron microscope 
equipped with a field emission gun (FESEM – FEI®Quanta 650, Hillsboro, USA). Samples 
were analyzed under vacuum at an acceleration voltage of 4 kV. Prior to imaging, samples 
121 
 
were fixed in stubs using double-sided carbon adhesive tape and then coated with gold in a 
sputter coater (BAL-TEC, SCD 050, Balzers, Liechtenstein). A great number of images were 
obtained with different magnification at different areas of the samples, to ensure the 
reproducibility of the results. 
 
4.2.7 Statistical analysis 
 Most analyses were performed in triplicate and their results were expressed as 
mean ± standard deviation. The results of the quantitative analyses (GPY, RE, MA, AC, APY, 
individual anthocyanins and moisture) were evaluated by Tukey’s test, using the software 
Minitab version 16 (Minitab 16.1.0, Minitab Inc., State College, PA, USA). The adopted 
significance level was 5% (p-value < 0.05) and the Pearson correlation coefficient (r) was 
calculated using Microsoft Office Excel 2010 to verify the linear correlation between AC and 
MA. 
 
4.3 RESULTS AND DISCUSSION 
4.3.1 Characterization of the extracts 
 As can be noted on Table 2, the mechanical agitation used to produce an ethanolic 
extract with 1.5% global yield from blackberry residue was efficient, achieving high 
anthocyanin content and antioxidant capacity. High MA and AC were also found in the 
extract of jussara by Carvalho et al. (2016) [35] using the same extraction method. Four 
anthocyanins were identified in the extracts: cyanidin-3-O-glucoside (Cy3Gl) and cyanidin-3-
O-rutinoside (Cy3Ru) in higher amounts, and cyanidin-3-O-malonyl-glucoside (Cy3MG) and 
cyanidin-3-O-dioxalyl-glucoside (Cy3DG) in minor contents. The extract presented high 
TRS, which represented 69% of the total solids of the extract without PVP. This characterizes 
the extract as a material rich in sugars (glucose, fructose, sucrose and maltose) and soluble 
fibers, such as pectin [36,37], thus indicating its great complexity. It is still observed that the 
values of TRS, MA and AC were lower for the solution containing PVP than for the solution 
without PVP. This is the result of the addition of the PVP polymer, which leads to the dilution 
of the soluble solids present in the ethanolic extract. 
 An increase in the pH of the extract (initially pH = 3.09) is observed with the 
addition of PVP (pH = 7.0), resulting in a moderately acid solution with brown to red color, as 
seen in Fig. 2. Color change is a consequence of the modifications in the chemical 
conformation of anthocyanin molecules. The pH exerts strong influence on anthocyanins’ 
color and stability: at pH from 1.0 to 3.0, anthocyanins have red color with the most stable 
122 
 
conformation, the flavilium cation, whereas at pH around 4.5, carbinol structure prevails and 
anthocyanins turn colorless. [24,25]. This explains the loss of red intensity in the extracts 
containing PVP.  
 
Table 2 – Characterization of the ethanolic extract of blackberry residue with and without 
PVP in terms of total solids, pH, total reducing sugars, monomeric and individual 
anthocyanins and antioxidant capacity, as determined by DPPH and FRAP. 
 Extract 
Analysis without PVP with PVP 
TS (%) 1.50 ± 0.01 5.25 ± 0.02 
pH 3.09 ± 0.06 4.70 ± 0.15 
Spectrophotometric analyses 
TRS (g GE/g de) 0.69 ± 0.01 0.21 ± 0.01 
MA (mg ECy3Gl/g de) 4.31 ± 0.06 1.05 ± 0.01 
DPPH (µmol TE/g de) 331.64 ± 1.45 98.07 ± 0.83 
FRAP (µmol TE/g de) 496.47 ± 1.85 120.68 ± 1.67 
UHPLC analyses 
Cy3Gl (mg/g de) 3.62 ± 0.02 0.90 ± 0.02 
Cy3Ru (mg/g de) 0.32 ± 0.01 0.04 ± 0.01  
Cy3MG (mg/g de) 0.10 ± 0.01 0.03 ± 0.01 
Cy3DG (mg/g de) 0.17 ± 0.01 0.04 ± 0.01 
Total (mg/g de) 4.21 ± 0.03 1.01 ± 0.02 
- TS: total solid content TRS: total reducing sugars; MA: monomeric anthocyanins; GE: glucose equivalent; de: 
dry extract; Cy3GlE: cyanidin-3-O-glucoside equivalent; TE: Trolox equivalent; Cy3Gl: cyanidin-3-O-
glucoside; Cy3Ru: cyanidin-3-O-rutinoside; Cy3MG: cyanidin-3-O-malonyl-glucoside; Cy3DG: cyanidin-3-O-
dioxalyl-glucoside. 










4.3.2 Evaluation of SD, FD, SAS and particle composition 
 Table 3 presents the global particle yield, residual ethanol and moisture contentes, 
monomeric anthocyanins, their precipitation yield and the antioxidant capacity of the particles 
obtained by SD, FD and SAS. 
  
Table 3 – Global particle yield (GPY), residual ethanol (RE) and moisture contents, 
monomeric anthocyanins (MA), their precipitation yield (APY) and the antioxidant capacity 
(DPPH or FRAP) of the particles obtained by SD, FD and SAS. 
 
- dp: dry particle. 
- Results expressed as mean ± standard deviation. 
           - Uppercase letters in the same column indicate no significant difference at 5% level according to Tukey’s test. 
 
 
4.3.2.1 Global particle yield 
 As can be observed in Table 3, FD achieved the lowest loss of solids, followed by 
SD and SAS. In the latter processes, GPY is usually reduced due to particle adherence to the 
chamber wall and other surfaces of the equipment, dragging of particles by the drying fluid 
and, specifically to the SAS process, chemical affinity between the drying fluid and the target 
compounds. For instance, Villanueva-Bermejo et al. (2017) [15], in the precipitation of 
ethanolic corn extract by the SAS process, observed higher yields in the product recovered 
after the expansion of CO2 than in the one collected in the precipitation cell.  Visentin et al. 
(2012) [13] showed that low SAS yields can be obtained when small particles (< 1 µm) are 
not retained in the filter at the cell’s bottom. GPYs close to those obtained here were found by 
Devakate et al. (2009) [38], Maury et al. (2005) [39], Patel et al. (2013) [40], Haj-Ahmad et 
al. (2013) [41] and Osorio-Tobón et al. (2016) [42]. GPY near 100% is expected in FD, since 
this process and the equipment design makes the loss of any compound, other than water and 
volatile compounds, almost impossible. 
 
4.3.2.2 Residual ethanol and moisture 
 The residual ethanol and moisture contents of the particles produced by SAS were 
above twice those achieved in SD and FD, contradicting the results reported in other SAS 
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processes. For instance, the particles obtained by the SAS process (associated in the same line 
with pressurized liquid extraction) by Zabot and Meireles (2016) [43] contained RE and 
moisture of 2.0% and 3.6%, respectively. The high viscosity of the PVP solution may explain 
the results found in this work, since it negatively affects the process fluid dynamics [44], and 
therefore the mass transfer between ethanol and SC-CO2 [45–47]. The ineffective drying of 
the solid precipitates explains the coalescence of SAS particles, observed in the SEM images 
(Fig. 3-C). It is believed that a solution with lower polymer content can produce particles, via 
SAS technique, with more favorable physical characteristics. However, a lower ratio between 
the biopolymer and the active compound to be encapsulated may not ensure that the latter is 
well protected [48]. The results found in SD and FD, both well-known and founded processes, 
are in accord to those reported in literature [10,35]. 
 
4.3.2.3 Anthocyanins: content, profile and precipitation yield 
 As observed on Table 3, the SAS and SD process did not differ significantly in 
terms of MA and APY. However, a remarkable loss of these compounds initially contained in 
the feed solution is noted in both techniques. Anthocyanins are very sensible to adverse 
ambient and process conditions, such as light, oxygen, metal ions, high pH, high temperatures 
and processing times [1], which affect their stability.  
 The APY achieved in FD was higher than those of SD and SAS, as expected, 
since freeze-drying does not have steps with large material loss and operates at mild 
temperatures and pressures (room temperature and vacuum). SD was performed at 105 oC and 
SAS works at 40 oC and 10 MPa. Patras et al. (2010)  [49] report high temperatures among 
the most powerful degradation factors of anthocyanins. Nevertheless, SD and SAS were 
efficient to concentrate these pigments, as noted in their higher anthocyanin contents per dry 
particle (1.42 and 1.36 mg ECy3Gl/g dp, respectively) than the dry extract containing PVP 
(see Table 2 – 1.05 mg ECy3Gl/g de). Indeed, in SAS it was clear that SC-CO2, besides 
removing ethanol, extracted lipophilic compounds from the organic solution, leading to 
precipitates more concentrated in anthocyanins. Fang and Bhandari (2011) [50], Marqués et 
al. (2013) [51], Osorio-Tobón et al. (2016) [42] and Visentin et al. (2012) [13] had also found 
SD and SAS as effective processes to concentrate phenolics, with little impact to their 
degradation. SAS must be highlighted, since it operates at milder drying conditions and is 
selective for anthocyanin precipitation, due to the low affinity to CO2. The small difference in 
MA between SD and SAS is possibly due to the effect of temperature.  
125 
 
 As the extracts obtained by mechanical stirring, the particles produced by SD, FD 
and SAS had cyanidin-3-O-glucoside, representing almost 90% of their total anthocyanin 
content (see Table 4). The three other identified anthocyanins are found in much smaller 
amounts. As for MA, the anthocyanins contents quantified by UHPLC were the highest in 
SAS, followed by SD and FD. 
 
Table 4 – Concentrations of the anthocyanins identified and quantified by UHPLC in the 
particles produced by SD, FD and SAS. 












SD 0.79 ± 0.11
A,B
 0.04 ± 0.01
A
 0.03 ± 0.01
A
 0.04 ± 0.01
A
 0.90 ± 0.11
A,B
 
FD 0.57 ± 0.04
A
 0.03 ± 0.01
B
 0.02 ± 0.01
A
 0.03 ± 0.01
A
 0.65 ± 0.03
A
 
SAS 1.04 ± 0.06
B
 0.05 ± 0.02
C
 0.03 ± 0.01
A
 0.05 ± 0.01
A
 1.17 ± 0.07
B
 
- Cy3Gl: cyanidin-3-O-glucoside; Cy3Ru: cyanidin-3-O-rutinoside; Cy3MG: cyanidin-3-O-malonyl-glucoside; 
Cy3DG: cyanidin-3-O-dioxalyl-glucoside; dp: dry particle. 
- Results expressed as mean ± standard deviation. 
            - Uppercase letters in the same column indicate no significant difference at 5% level according to Tukey’s test. 
 
 
4.3.2.4 Antioxidant capacity 
 Both applied methods to determine AC presented similar trends, as observed on 
Table 3. FD produced particles with the highest AC, followed by SD and SAS. This suggests 
that FD processing conditions are less aggressive to the antioxidants contained in the extract 
from blackberry residue. The lower CA of SAS particles can also be due to the removal of 
lipophilic compounds by SC-CO2, since compounds from oily extracts have antioxidant 
power [52–54]. Once in FD there is not removal of oily fraction, higher AC could be 
expected. 
 The Pearson’s correlation coefficients (r) showed that AC is moderately related to 
MA (r = 0.5665 for AM vs DPPH and r = 0.7514 for AM vs FRAP), indicating that the 
particle high antioxidant capacity is also due to compounds other than anthocyanins, such as 
flavonols, phenolic acids and tannins, which can also be found in blackberries [37] and their 
residues.  
.  
4.3.3 Surface morphology 
 Fig. 3 presents FESEM images of the particles produced by SD (A), FD (B) and 
SAS (C), obtained at different magnifications. Different morphologies are observed 
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depending on the preparation process, with characteristics similar to those reported in 
literature [35,42,55–58]. The particles produced by SD have spherical shape, with an almost 
smooth surface and variable sizes (Fig. 3-A2, A3 and A*). Those obtained by FD and SAS 
present irregular agglomerates. FD particles present a morphology of thin sheets with rough 
and porous continuous surface, typical of lyophilized materials (Fig. 3-B3 and B*), while the 
SAS particles show a continuous surface (Fig. 3-C2 and C*). Some works in SAS [59–65] 
have achieved micrometer scale particles with more homogeneous and spherical shapes, but 
using toxic solvents like dichloromethane, acetone, chloroform, tetrahydrofuran, methanol 
and dimethyl sulfoxide in the organic solution. These solvents are usually chosen for their 
great affinity to SC-CO2, which enhances their removal and leads to fast and effective 
precipitation of the target compounds. Moreover, the mentioned works used much less 
complex solution (such as -carotene, cefonicid, resveratrol, 10-hydroxycamptothecin, 
lycopene) than the extract applied here. Vegetable extracts contain many compounds with 
complex structures, such as carbohydrates, proteins, fibers and salts, which hamper the 
production of micro- and nanoparticles with well-defined shape. The SAS particles produced 
from these solutions tend to form agglomerates and complex molecular structures right after 
precipitation [42]. 
 The FESEM image obtained with large magnification (Fig. 3-C3) and the picture 
taken inside the precipitation cell (Fig. 4) suggests that, once the extract droplets containing 
PVP meet SC-CO2, they achieve rapid saturation, leading to the production of smaller and 
spherical particles.     
 The choice of SAS operation conditions (pressure, temperature and ethanol:CO2 
ratio), in which the system ethanol+CO2+PVP is in the two-phase region of the liquid-vapor 
equilibrium diagram also favors particle aggregation. In this region, mass transfer rate and 
droplet supersaturation are lower than in the one-phase region. As the mixture ethanol+CO2 
coexists in two phases (liquid and vapor) [12,46], products with different aggregation states 
can be formed in the precipitation cell.  
 The SEM images of the SD particles (Fig. 3-A) suggest that the extract acts as a 
plasticizer for PVP, thus enhancing their chain mobility through the reduction of intra- and 
intermolecular forces [35]. It is clear, in the particles containing extract (Fig. 3-A2 and 3-A3), 
that spherical particles tend to coalesce, whereas PVP particles without extract (Fig. 3-A*) 





Fig. 3. FESEM images of the dry particles obtained by SD (A), FD (B) and SAS (C) with 
different magnifications. (*) refers to PVP particles obtained from solution without extract. 
 





(A2) (A3) (A*) 
(C2) (C3) (C*) 




Fig. 4. Photography of the inner SAS precipitation cell after decompression. 
 
 
4.3.4 Physical-chemical properties of the particles 
4.3.4.1 Cristalinity 
 Fig. 5 shows the difratograms obtained from non-processed PVP (PVP-NP), and 
PVP after SD, FD and SAS with and without extract from blackberry residue. Two difraction 
peaks with low intensity are observed, indicating that the samples are predominantly 
amorphous. This characteristic can be proven by the TGA analysis, which did not observe the 
existence of peak of fusion in the samples, but only peaks referring to the glass transition 
temperature (Table 5). It can also be noticed that the encapsulation did not affect the polymer 
solid state, since the amorphous structure remains even after SD, FD or SAS. The same 




Fig. 5. XRD images of non-processed PVP (PVP-NP), PVP particles obtained by SD (PVP-
SD), FD (PVP-FD) and SAS (PVP-SAS) and PVP+extract particles obtained by SD (PVP-
EXT-SD), FD (PVP-EXT-FD) and SAS (PVP-EXT-SAS). 
 
 
4.3.4.2 Glass transition temperature 
 The glass transition temperatures (Tg) of non-processed PVP and the particles 
obtained by SD are presented on Table 5. In order to assess the effect of the extract on the 
thermal behavior of PVP, two extract:PVP proportions were evaluated (1:2.5 e 1:3.5 w/w). 
All samples presented Tg above 110 
oC, suggesting strong molecular bonds between the PVP 
chains [35]. SD did not affect PVP’s glass transition temperature, as noted by the close Tgs of 
non-processed and processed PVP. Similar results are reported by Dereymaker and Mooter 
(2015) [66], and Nair et al. (2001) [67]. Even so, the extract has some influence on Tg, which 
decreased in the presence of extract at both concentrations. As already mentioned in Section 
3.3, this change can be attributed to the plasticizer action of the extract. It is also noted that Tg 
is lower in the particles produced from the solution with higher extract proportion (1:2.5), 
thus reinforcing the negative effect of the extract on Tg. 






Table 5 – Glass transition temperatures of non-processed PVP (PVP-NP), PVP processed by 
SD without extract (PVP-SD) and with extract (PVP-EXT-SD) in different proportions. 
Sample Tg (ºC) 
PVP-NP 135.45 
PVP-SD 133.07 
PVP-EXT-SD (1:3.5) 122.89 
PVP-EXT-SD (1:2.5) 110.17 
 
 
4.3.4.3 Thermal stability 
 Fig. 6 shows the TGA (Fig. 6-A) and DTG (Derivative Thermogravimetry) (Fig. 
6-B) curves of non-processed PVP, of the dry extract without PVP and the particles obtained 
by SD, FD and SAS. Three to four thermal decomposition steps are better noted in the DTG 
curves. The first and second (around 68 and 100 oC, respectively - for samples containing 
PVP), can be related to the evaporations of ethanol and water. The third step, which occurs 
between 180 and 220 oC, can be due to the decomposition of groups containing oxygen. This 
step is observed only in the samples containing extract+PVP. It is noted that this 
decomposition event occurs at a lower temperature for the dry extract without PVP (between 
140 and 180 ° C), thus indicating that the presence of the polymer increases the thermal 
stability of the anthocyanic extract. This is possibly due to the strong interactions between the 
components of the extract and the polymer chains of the polymer. The abrupt loss mass in the 
fourth step, from 400 to 450 oC, is related to the combustion of the main PVP portions.  
 It is worth noticing that the precipitates containing extract had lower relative mass 
loss at 400-450 oC than those without extract. Once part of these samples had been already 
oxidized from 180 to 220 oC, less content remained to be decomposed. Finally, the complete 
oxidation of the particles is observed around 550 oC. 
 It can be seen (Fig. 6) that the mass losses related to extract and PVP did not vary 
with the encapsulation method. Therefore, it can be concluded that the SD, FD and SAS 








Fig. 6. TGA (A) and DTG (B) curves of non-processed PVP (PVP-NP), PVP particles 
obtained by SD (PVP-SD), FD (PVP-FD) and SAS (PVP-SAS), PVP+extract particles 
obtained by SD (PVP-EXT-SD), FD (PVP-EXT-FD) and SAS (PVP-EXT-SAS), and dry 




 Spray-drying, freeze-drying and supercritical antisolvent precipitation produced 





degradation of the target compounds. These techniques were efficient in the concentration of 
anthocyanins with PVP, with FD overcoming SAS and SD. Cy3Gl was the major anthocyanin 
found in the dry particles, and Cy3Ru, Cy3MG and Cy3DG were the minor. High residual 
ethanol and moisture contents were observed in SAS particles, unlike those of SD and FD. 
Different morphologies were obtained at each process. SD particles presented spherical and 
smooth particles with different sizes. FD and SAS particles had irregular agglomerates, being 
the former rough and the latter with continuous surface. The processes are equivalent in terms 
of thermal protection of the extracts and they did not affect the crystallinity and thermal 
behavior of PVP. The presence of the polymer increases the thermal stability of the 
anthocyanic extract. 
 The SAS precipitation of anthocyanins in polymeric matrices appears as a 
promising strategy to eliminate the residual ethanol, which is a GRAS solvent, of the extract 
and produce a dry product richer in anthocyanins and with enhanced purity, since SC-CO2 
does not have any chemical affinity to anthocyanins. The results obtained by SAS are, in 
general, comparable to SD and FD. Even so, additional investigations on phase equilibria and 
the behavior of the ethanolic extract in the system are recommended, in order to find 
conditions to produce smaller and homogeneous particles with higher solid yield and lower 
residual ethanol.  
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- CAPÍTULO 5 - 
Estudo do Efeito da Temperatura, Concentração de Polímero 
e Vazão da Solução sob a Co-precipitação do Extrato 





















 Diante dos resultados de testes peliminares (ver Apêndice), dos resultados obtidos 
no Capítulo 4, das dificuldades e desafios encontrados até então para a formação de partículas 
empregando a técnica SAS e na experiência dos profissionais do grupo de pesquisa High 
Pressure Process Group (HPPG – Valladolid-Espanha) em trabalhar com processos de 
precipitação com fluidos pressurizados, decidiu-se estudar com mais profundidade os efeitos 
de importantes parâmetros operacionais da técnica SAS (Capítulo 5), no intuito de se chegar a 
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 Ultrasound assisted extraction from blackberry residues produced an ethanolic extract 
rich in anthocyanins. 
 Supercritical antisolvent process was an efficient method to encapsulate the extract 
with PVP.  
 Temperature, polymer concentration and solution flow rate had remarkable effects on 
particle formation.  
 SAS is efficient and selective in the co-precipitation of anthocyanins with high 
antioxidant capacity.  








 In this work, an ethanolic anthocyanin-rich extract was obtained from blackberry 
residues through ultrasound assisted extraction, and extracts were co-precipitated with the 
biodegradable polymer polyvinylpyrrolidone (PVP) through the supercritical antisolvent 
process (SAS), using carbon dioxide as antisolvent. The influence of process parameters such 
as temperature (30 – 45 oC), PVP concentration in the extract (0.5 – 4.0%) and solution flow 
rate (1 – 10 mL/min) on the SAS process were investigated. The decrease of these three 
parameters contributed to produce particles with smaller diameter, residual ethanol, humidity 
and water activity, although with higher hygroscopicity. Moreover, the increase of these 
parameters intensified the agglomeration of the particles. SEM images reveal co-precipitates 
with irregular shapes obtained at high temperatures, flow rates and PVP concentrations. FTIR 
analysis showed that neither extract nor PVP properties were modified in the SAS process. 
Good precipitation yields were achieved, indicating that the SAS process is effective and 
selective in the co-precipitation of anthocyanins.  
     
Key-words: Co-precipitation, anthocyanins, PVP, SAS, antioxidant, blackberry. 
 
5.1 INTRODUCTION 
 The market of functional food, ingredients and nutraceuticals is increasing as 
consequence of the interest of consumers in preventing diseases and improving their health 
through the use of natural sources [1]. In fact, polyphenols have shown anticancer, 
antioxidant, anti-inflammatory and antiviral activities. Large amounts of liquid and solid 
residues containing polyphenols are currently discarded by food industries [2]. Therefore, 
their conversion into high added-value bio-products, such as biofuels and food ingredients is a 
growing trend [3]. Moreover, the recovery of these residues has become a sustainable 
opportunity to reduce the pollution caused by their direct disposal on nature [4]. 
 By-products from blackberry processing have been recognized as rich sources of 
bioactive phenolics compounds [5,6]. They are mainly composed by peel, seeds and stems, 
which represents around 20% of the whole fruit’s mass [3,7]. Flavonoids (such as 
anthocyanins, kaempferol and quercetin), phenolic acids (gallic, ellagic, caffeic, ferulic and 
coumaric), ellagitannins and proanthocyanidins are among the main components of 
blackberry residues, being anthocyanins their main pigments that give this fruits their typical 
red color [7,8]. Research with different varieties revealed that cyanidin-3-O-glucoside and 
cyanidin-3-O-rutinoside are the major anthocyanins in blackberries [8]. The health benefits of 
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polyphenols from blackberry and its products have been investigated due to proven effects 
against chronic diseases, such as cancer, neurodegeneration, cardiovascular diseases, 
oxidative stress and block of oxidant signalization paths [9]. 
 Despite the abundance of phenolic compounds in blackberry residues and other 
vegetable sources, their application is often hampered by their low stability at certain 
environmental and process conditions, human digestion and limited solubility in aqueous 
media [10,11]. In this sense, encapsulation and micronization are attractive techniques to 
improve the stability, bioavailability and bioaccessibility of such compounds, besides 
controlling their release rate in the target medium. Many natural or synthetic polymers can be 
used as encapsulation agents or core material of bioactive phenolics, once they are 
biocompatible and biodegradable [12]. Polyvinylpyrrolidone (PVP) stands out for its vast 
pharmaceutic applicability and for being soluble in water and many organic solvents [13]. 
  In the last two decades, encapsulation, micronization and co-precipitation 
techniques using pressurized fluids have gained attention, due to their advantages over 
conventional methods, such as spray-drying, freeze-drying and coacervation [12]. More 
specifically, the supercritical antisolvent (SAS) process is a promising technique that can be 
applied to produce particles in nano- and micrometric scale with controlled size and 
distribution, and without residual solvent [14]. The most used supercritical antisolvent is 
carbon dioxide (CO2), because of its particular characteristics, such as being chemically inert, 
non-toxic, non-flammable, abundant in nature, environmentally accepted, cheap and for not 
leaving toxic residues in the product. Its critical properties are moderate – critical temperature 
(Tc) = 31.1 °C, critical pressure (Pc) = 7.38 MPa [12,15]. The moderate critical temperature 
of CO2 makes it adequate to process thermally sensible compounds, such as anthocyanins.  
 Another advantage of SAS for the production of microparticles rich in bioactive 
compounds is the possibility of improving the process selectivity and yield, since the 
operation parameters (temperature, pressure, injection nozzle size, antisolvent and solution 
flow rates) are tunable [16–18]. 
 In the SAS process the target compounds are first dissolved in a liquid solvent. 
This solution is continuously injected into a precipitation chamber through nozzle, together 
with supercritical CO2. CO2 acts as antisolvent, reducing the solubility of the target 
compounds in the liquid solvent. Thus, supersaturation is achieved, leading to the nucleation 
of nano- or microparticles [11]. It is also possible to produce polymer co-precipitates or 
microcapsules in a single step, using a polymer soluble in the same solvent as the target 
compounds. Although the precipitation of many biomaterials by SAS have been reported [19–
145 
 
21], this technique has not been extensively explored in the processing of chemically complex 
mixtures, such as vegetal ethanolic extracts + polymer.  
 Given this context, the present work investigated the effects of temperature, 
polymer concentration in the liquid solution and solution flow rate on the co-
precipitation/encapsulation of an extract rich in anthocyanins obtained from blackberry 
residues through SAS technique using PVP as encapsulating agent. 
 
5.2 MATERIALS E METHODS 
 Most of this work was performed in the High Pressure Process Group (HPPG) of 
the Department of Chemical Engineering and Environmental Technology of the University of 
Valladolid (UVA) – Valladolid/Spain. The chromatographic analyses were done in the 
Department of Analytical Chemistry of the University of Cadiz (Puerto Real, Spain). 
 
5.2.1 Materials 
 Blackberry (Rubus fruticosus) residues were obtained from a pulp processing 
industry located in Paraibuna, south-eastern Brazil (23° 23' 10" S, 45° 39' 44" W). The 
residues were freeze-dried, milled, packed in plastic bags and stored under freezing until the 
extraction.   
 Carbon dioxide (99.9% pure) was acquired from Carburos Metálicos S.A. 
(Valladolid, Spain). Absolute ethanol (96% pure), Folin-Ciocalteau reagent, potassium 
chloride, sodium acetate, sodium carbonate, monosodium phosphate and disodium phosphate 
were purchased from PanReac Química (AppliChem ITW Reagents, Barcelona, Spain). The 
anthocyanin standard (cyanidin chloride), the reagents 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox), fluorescein sodium salt, 2,2 -azobis(2-
methylpropionamidine) dihydrochloride (AAPH), gallic acid and PVP (mean molecular mass 
= 10000 g/mol) were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). 
For the UHPLC analyses, methanol and formic acid, both HPLC grade, were acquired at 
Merck (Darmstadt, Germany) and PanReac (Barcelona, Spain), respectively. These solvents 
were degassed and filtered through a 0.20 µm membrane (Fluoropore™, Millipore, 
Molsheim, France) before being used. Ultrapure water was prepared in a Milli-Q purification 




5.2.2 Preparation of the extract 
 Ultrasound assisted extraction (UAE) was used to extract anthocyanins from the 
blackberry residues. This method was based on successful previous works on extraction of 
anthocyanin and phenolics [6,22–24]. UAE was performed in a bench scale ultrasonic bath 
(Selecta®, Model 3000513, Barcelona, Spain) at fixed frequency (37 kHz) and power (150 
W). Absolute ethanol was used as solvent, since it is GRAS (Generally Recognized as Safe) 
and has good affinity with supercritical CO2, envisaging the efficiency of the SAS process. 
For the extraction, 15.0 g of dried and milled blackberry residue were mixed with 200 mL 
ethanol in 250 mL beakers and sonicated for 10 min at room pressure and temperature. The 
residue and solvent amounts were defined in order to achieve an extract with 1.50% total 
solids (w/w). The extracts were filtered under vacuum, collected in a single 10 L vessel and 
stored at -18 oC until SAS process. 
 
5.2.3 Extract characterization 
5.2.3.1 Total solids 
 The total solid content (TS) of the extract was determined gravimetrically. Around 
6.0 mL of the extract were dried in air circulation stove (Memmert, Model. UN, Barcelona, 
Spain) at 70 oC, until reaching constant mass. TS was expressed in percentage (% - g total 
solids/100 mL dry extract).      
    
5.2.3.2 Anthocyanin quantification by UHPLC-UV-Vis 
 The identified anthocyanins in the extract were quantified in an Ultra-
Performance Liquid Chromatography (UHPLC) system LaChrom (VWR Hitachi, Tokyo, 
Japan) using the method described by Machado et al. (2015) [5]. Calibration curves were 
prepared for each anthocyanin with concentration from 0 to 55 mg/L. Results were expressed 
as mg anthocyanin/g dry extract (de).  
 
5.2.3.3 Monomeric anthocianyns 
 Total monomeric anthocyanins (MA) were determined through the differential pH 
method described by Giusti and Wrolstad (2001) [25]. Extracts were dissolved in two buffer 
solutions, potassium chloride pH 1.0 (0.025 M) and sodium acetate pH 4.5 (0.40 M), both 
adjusted with concentrated HCl. The solutions were measured at 510 and 700 nm in a UV-Vis 
spectrophotometer (Shimadzu, UV-2550, Kyoto, Japan). MA was calculated with Equation 1 
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and expressed as mg cyanidin-3-O-glucoside equivalent (ECy3Gl)/g de. Cyanidin-3-O-
glucoside is the major anthocyanin in blackberry [6,26]. 
 
                                                                                                                                 (1)   
Where:  
MA = total monomeric anthocyanins (mg ECy3Gl/g dr);  
A = (Abs510 – Abs700)pH 1.0 – (Abs510 – Abs700)pH 4.5; 
MW = 449.2 g/mol – molecular weight of cyanidin-3-O-glucoside;  
DF = dilution factor;  
1000 = conversion factor from g to mg; 
ε = 26900 L/cm.mol – molar absorptivity molar of cyanidin-3-O-glucoside; 
l = correction factor for 1 cm optic path 
 
5.2.3.4 Total phenolic content 
 The total phenolic content (TP) of the extracts was determined as described by 
Singleton and Rossi (1965) [27], with some modifications. 40 µL of the samples or standards 
were mixed with 3 mL Milli-Q water, 200 µL Folin-Ciocalteu reagent and 600 µL of sodium 
carbonate aqueous solution (20%) in tubes. The mixtures were stirred in vortex and let 
equilibrate at 40 oC for 30 min. The absorbances of the solutions were measured at 765 nm in 
a UV-Vis spectrophotometer (Shimadzu, UV-2550, Kyoto, Japan) using ethanol solution as 
blank. The calibration curve was plotted using ethanolic solution of gallic acid with 
concentrations from 112.5 to 900 mg/L. TP was expressed as mg gallic acid equivalent 
(GAE)/g de.       
 
5.2.3.5 Antioxidant capacity - ORAC 
 The oxygen radical absorbance capacity (ORAC) of the extracts was determined 
according to Prior et al. (2003) [28] using fluorescein. The analyses were performed in a 
microplate reader (Fluostar-BMG Labtech, Optima 0413, Offenburg, Germany). The reagents 
and sample dilutions were prepared in phosphate buffer (1.0 mM, pH 7.4) and put on 96 well 
microplates. 25 µL of sample were mixed to 150 µL of fluorescein solution (100 nM) and 
incubated at 37 oC for 30 min. Next, 25 µL of 240 nM AAPH solution were added, initiating 
the reaction. Samples were measured along 105 min. Trolox was used as standard at 
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concentrations from 12.5 to 200 µM, and phosphate buffer was used as blank. ORAC was 
expressed as µmol Trolox equivalent (TE)/g de.  
 
5.2.4 SAS precipitation 
5.2.4.1 SAS equipment  
 SAS precipitation experiments were performed in the unit illustrated in Fig. 1. 
The SAS unit consists of: a diaphragm pump (Dosapro Milto Roy, Pont-Saint-Pierre, France) 
to feed supercritical CO2 and an HPLC pump (Jasco, model PU 2080-Plus, Tokyo, Japan) to 
pump the liquid solution. The 1.5 L stainless steel (AISI 316) jacketed precipitation chamber 
has a 1/16” (100 µm) injection nozzle to spray the liquid solution into the precipitation 
chamber and a stainless steel filter with 1 µm pores placed at the bottom of the reactor to 
collect the particles: Moreover, it has a heating and refrigeration system to reach the desired 
temperature; thermocouples, a pressure gauge and CO2 flow meter in order to measure the 
conditions during the precipitation process and a back-pressure valve to control the pressure 
during the process. After the precipitation unit, there is a jacketed separator to collect the 
solvent and the solutes removed with CO2 after decompression. A detailed description of the 
SAS unit can be found in Visentin et al., (2012) [11]. 
 
 
Fig. 1. Scheme of the SAS unit. +Q: heating bath; -Q: cooling bath; T: temperature indicator; 





5.2.4.2 SAS procedure  
 First, preheated pure CO2 was pumped at 2 Kg/h into the precipitation chamber 
until the operation conditions (temperature, pressure and CO2 flow rate) were achieved and 
the system was stabilized. Then, absolute ethanol was injected in the chamber through the 
nozzle to obtain a stationary ethanol-CO2 composition and avoid the nozzle blocking in the 
injection of the solution. After 5 min, 150 mL of the solution (a dissolution of extract in 
ethanol + PVP) were fed into the chamber at the same flow rate as pure ethanol. Next, ethanol 
was again injected for 3 min to prevent pipe blocking by solids from the solution. 
Supercritical CO2 kept being pumped for 60 min, to ensure the complete removal of ethanol 
and to avoid its condensation inside the chamber. Finally, CO2 flow was interrupted and the 
chamber was slowly decompressed to atmospheric pressure. The produced particles were then 
collected and stored at -18 oC until being analyzed.      
 
5.2.4.3 Experimental plan 
 The SAS experiments were designed to analyze the effects of temperature, PVP 
concentration and solution flow rate on the co-precipitation of the extract. Therefore, the 
experiments were performed in three steps, as follow.  
1
st
 step – Effect of temperature: In this step the influence of temperature was studied in the 
range 30, 35, 40 and 45 ºC, fixing the other process conditions: pressure (P) = 12.5 MPa; 
solution flow rate (Qsol) = 2.0 mL/min; antisolvent flow rate (QCO2) = 2.0 kg/h; PVP 
concentration in the extract (CPVP) = 0.5%; volume of injected solution (Vsol) = 150 mL; CO2 
drying  time to remove residual ethanol from the particles (trem) = 60 min.    
2
nd
 step – Effect of PVP concentration: In this step different PVP concentrations were tested:  
0.5, 1.0, 2.0 and 4.0%. Temperature was fixed at 30 oC and the other conditions were the 
same of the 1st step. Although 30 oC is below the critical temperature of CO2, in this condition 
of the 1st step the best particles were observed. Therefore, at this temperature the antisolvent is 
no more supercritical, being a compressed liquid.    
3
rd
 step – Effect of solution flow rate: SAS experiments of this step were performed with 
solution flow rates of 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 and 10.0 mL/min, fixing temperature at 30 oC, 
CPVP at 1.0% and the other conditions equal to the first two steps. The particles produced with 
CPVP of 1.0% were more stable than those produced with 0.5% and more homogeneous and 
with lower particle size and better distribution of particle size than those produced at 2% and 




 The extract from blackberry residue without PVP and an ethanolic solution with 
1.0% PVP were also subjected to SAS, to have their products compared to the co-precipitates. 
These experiments were performed at: T = 30 ºC; P = 12.5 MPa; Qsol = 1.0 mL/min; QCO2 = 
2.0 kg/h; Vsol = 150 mL; and trem = 60 min. 
 
5.2.5 Characterization of the process and precipitates 
5.2.5.1 Global precipitation yield 
 The global precipitation yield (GPY) was determined in each SAS experiment, as 
the mass ratio between the collected particles and the total solids contained in the injected 
solution.   
 
5.2.5.2 Particle surface morphology 
 The surface morphologies of the particles obtained in the 1st and 2nd series of 
experiments were analyzed through scanning electron microscopy (SEM) in an electronic 
microscope (Jeol, JSM 820, Burladingen, Germany), and the particles of the 3rd series of 
experiments were observed in a microscope Hitachi (Hitachi High-Tech, FlexSEM 1000, 
Mannheim, Germany). The particle samples were placed on a double face copper band and 
covered with gold in a gold sputter coater (SCD 050, Oerlikon-Balzers, Balzers, 
Liechtenstein) to enhance electronic reflection for particle evaluation.     
 
5.2.5.3 Particle size and distribution 
 The mean size and distribution of the particles were determined in a laser 
diffraction unit (Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltd., Model AWMO2002, Malvern, 
UK) equipped with a 4 mW diode laser. The particles were dispersed in compressed air and 
their sizes were expressed as mean Brouckere diameter (D4,3), calculated with Equation 2  
[29]. The evaluations were performed in duplicate.    
                                                           ∑             ∑                                                                  (2) 
 




5.2.5.4 Residual ethanol and moisture 
 The residual ethanol content (RE) of the particles was measured through the 
weight loss of a 0.5 g sample kept at 40 oC for 24 h. The particles’ moisture was determined 
gravimetrically in a vacuum stove (Selecta® S.A., Vaciotem-T, Barcelona, Spain) at 70 oC 
until reaching constant mass [30]. 
 
5.2.5.5 Water activity 
 The water activity (aw) of the particles was measured in a portable analyzer 
(HygroPalm HP23-AW-A, Rotronic Instrument Corp, Mod. 8303, Hauppauge, New York, 
USA) at 25 oC. 
  
5.2.5.6 Hygroscopicity 
 The particles’ hygroscopicity was determined according to Cai and Corke (2000) 
[31], with some modifications. The dry particles (around 0.5 g) were placed in a hermetic 
chamber at 25 oC with a saturated NaCl solution (75.3% relative humidity), and the weight 
gain by water adsorption was registered after 2 days. This period was based on preliminary 
tests, which revealed that SAS co-precipitate from the blackberry residue extract is a dry and 
highly hygroscopic material. Hygroscopicity was expressed as g adsorbed water/100 g dry 
sample.  
  
5.2.5.7 Anthocyanins, total phenolics and antioxidant capacity 
 The contents of individual and total monomeric anthocyanins (MA), total 
phenolics (TP) and antioxidant capacity (ORAC) of the precipitates were determined through 
the methods described in Sections 5.2.3.2, 5.2.3.3, 5.2.3.4 and 5.2.3.5, respectively. The 
quantifications were performed from around 50 mg of sample diluted in 10 mL of absolute 
ethanol.  
 
5.2.5.8 Anthocyanin precipitation yield  
 The anthocyanin precipitation yield (APY) was calculated as the mass ratio 





5.2.5.9 FTIR analysis 
 The structural properties of the precipitates were determined by Fourier transform 
infrared spectroscopy (FTIR) in a spectrometer with single reflection sampling module 
(Platinum-ATR, Bruker Alpha, Massachusetts, USA). 
 
5.2.6 Statistical analyses  
 The experiments were, in general, performed in triplicate and their results were 
expressed as mean ± standard deviation. The results of the quantitative analyses were 
evaluated through Tukey’s test to compare means, using the software Minitab (Minitab 
16.1.0, Minitab Inc., State College, PA, USA), at 5% significance level (p-value < 0.05). The 
Pearson correlation coefficient (r) was calculated to verify the linear correlations between 
ORAC and TP and MA. 
 
5.3 RESULTS AND E DISCUSSION  
5.3.1 Ethanolic extract 
 Table 1 shows the characterization of the ethanolic extract obtained by UAE from 
blackberry residues. As it can be observed, the extract has remarkable MA and TP content, 
and the ORAC results indicate the high recovery of antioxidant compounds. Expressive 
amounts of the anthocyanins cyanidin-3-O-glucoside (Cy3Gl) and cyanidin-3-O-rutinoside 
(Cy3Ru) were also obtained. High TP yields from leaves, grape and blackberry residues were 
also found by Aybastier et al. (2013) [32], Bonfigli et al. (2017) [22] and Machado et al. 














Table 1 – Characterization of the extract obtained from blackberry residues through UAE: 



















- TS: total solids; Cy3Gl: cyanidin-3-O-glucoside; Cy3Ru: cyanidin-3-O-
rutinoside; Cy3MG: cyanidin-3-O-malonyl-glucoside; Cy3DG: cyanidin-3-O-
dioxalyl-glucoside; MA: monomeric anthocyanins; Cy3GlE: cyanidin-3-O-
glucoside equivalent; TP: total phenolics; GAE: gallic acid equivalent; TE: Trolox 
equivalent; de: dry extract. 
- Results expressed as mean ± standard deviation. 
 
 
5.3.2 SAS precipitation 
5.3.2.1 Effect of temperature 
 Temperature usually plays an important role in the SAS precipitation of polymers 
and extracts. The co-precipitation of the particles is enhanced at temperatures and pressures 
above the critical point of the binary system solvent-CO2 or the ternary system solute-solvent-
CO2 [33,34]. In this region of the phase equilibrium diagram, the mixture has a unique 
supercritical phase, in which high mass transfer rates and droplet supersaturation are achieved 
[15,33]. Once the solid concentration in the solvent is low (< 2.0%), the system can be 
considered as a pseudo-binary, composed by solvent-CO2 [21,35]. In this case, the production 
of a dry solid precipitate is expected when the applied conditions are in the supercritical 
homogeneous phase of the binary system solvent-CO2. For the ethanol-CO2 mixture, these 
conditions must be around or above 40 oC and 9 MPa, as observed in the experimental 
diagrams presented by Joung et al. (2001) [36], Galicia-Luna and Ortega-Rodriguez (2000) 
[37] and Chang et al. (1997) [38]. However, some works [39–41] report an increase of the 
critical pressure of the system when a significant amount of a third compound with high 
molecular weight is added. Even so, preliminary tests showed that such change does not 
happen in the system under investigation in this work (PVP + ethanolic extract + CO2). 
Analyses Result 
TS (%) 1.50 
UHPLC analyses - 
Cy3Gl (mg/g de) 5.55 ± 0.31 
Cy3Ru (mg/g de) 0.51 ± 0.05 
Cy3MG (mg/g de) 0.16 ± 0.03 
Cy3DG (mg/g de) 0.25 ± 0.03 
Total (mg/g de) 6.47 ± 0.64 
Spectrophotometric analyses - 
MA (mg Cy3GlE/g de) 6.62 ± 0.69 
TP (mg GAE/g de) 53.55 ± 1.55 
ORAC (µmol TE/g de) 523.04 ± 9.07 
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Martín et al. (2007) [39], Nalawade et al. (2006) [42], Sauceau et al. (2011) [43] e Sosa et al. 
(2011) [10] observed a reduction in glass transition and melting temperature of polymers due 
to the plasticizing effect of CO2-solvent at high pressure. Therefore, lower temperatures are 
required to obtain precipitates through SAS. These findings were taken into account to 
produce dry particles rich in anthocyanins with PVP. In fact, SAS at the lowest temperatures 
(30 and 35 oC) achieved the highest GPY and the lowest particle diameter, RE, moisture and 
aw, as presented on Table 2 and Fig. 2, and the best distribution of particle size, observed in 
Fig. 2-E. Moreover, these particles presented lower agglomeration trend than those produced 
at 40 and 45 oC.   
 Similar effects were observed by Reverchon et al. (2000) [14] and Yang et al. 
(2011) [44]. Temperature has two possible and opposite effects on particle size; the  solubility 
of the solute in ethanol increases with temperature, thus the solvation power of CO2 is 
reduced, reducing supersaturation and producing larger particles. On the other hand, higher 
temperatures enhance mass transfer between solvent and supercritical CO2, increasing 
supersaturation and producing smaller particles [16,44]. In this work the first effect prevailed 
and larger particles were obtained at higher temperatures.  
 Another important effect of temperature concerns the particle agglomeration [16], 
which is related to the reduction of glass transition and melting temperature of the polymer, 
due to the dissolution of CO2. At high temperature the particles are first melted and then 
solidified in the SAS process [10]. In the system PVP+extract+CO2, temperatures above 40 
oC led to strongly agglomerated products (Fig. 2-C and 2-D), although some agglomeration is 
also noted at lower temperatures, where long bridges appear between particles (Fig. 2-A and 
2-B). The agglomeration phenomenon can also be due to the plasticizing effect of the 
compounds of the extract on the polymer, which can be noted in the SEM image of PVP 
precipitated without the extract (Fig. 3). Note that the particles of pure PVP (Fig. 3-A) are not 
as agglomerated as those of the precipitated extract (Fig. 3-B) and the co-precipitated extract 
+ PVP (Fig. 2), and they have well defined, smooth and spherical shape.      
 A negative characteristic of the particles obtained at lower temperatures is their 
slightly higher hygroscopicity, as seen on Table 2. This is probably due to their smaller 
surface area, leading to larger water adsorption and exposure of molecules (such as fructose 
extracted from blackberry residue) and some functional groups (C=O and C-N from PVP and 
O-H from other compounds) with affinity to ambient water vapor. This fact could also explain 
the bimodal distribution obtained in most of the precipitates (Fig. 2-E).       
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Table 2 – Global precipitation yield, mean particle diameter, residual ethanol, moisture, water activity and hygroscopicity of the precipitates obtained 













(g adsorbed water/100 g dry sample ) 
T (°C) 
30 64.29 ± 0.54
A
 39.54 ± 4.12
A
 2.08 ± 0.30
A
 3.13 ± 0.12
A
 0.338 ± 0.01
A
 13.72 ± 0.75
A
 
35 63.70 ± 1.38
A
 46.75 ± 2.59
A
 3.23 ± 1.30
A
 3.75 ± 0.20
A,B
 0.364 ± 0.02
B
 13.57 ± 0.79
A
 
40 60.14 ± 0.34
A
 50.94 ± 5.07
A
 3.58 ± 0.40
A
 4.68 ± 0.79
A,B
 0.382 ± 0.01
B,C
 12.46 ± 0.69
A
 
45 58.92 ± 2.83
A
 54.40 ± 2.18
A
 4.17 ± 0.08
A
 4.87 ± 0.11
B
 0.387 ± 0.01
C
 12.16 ± 0.56
A
 
CPVP (% wt) 
0.5 64.02 ± 1.46
A
 38.70 ± 5.60
A
 2.19 ± 0.24
A
 3.09 ± 0.12
A
 0.367 ± 0.01
A
 14.09 ± 2.76
A
 
1.0 65.91 ± 1.16
A
 46.05 ± 6.42
A
 2.57 ± 0.69
A
 3.18 ± 0.08
A
 0.315 ± 0.01
B
 13.11 ± 2.17
A
 
2.0 69.13 ± 0.83
A,B
 101.68 ± 6.01
B
 3.23 ± 0.33
A,B
 3.96 ± 0.55
A
 0.263 ± 0.02
C
 14.00 ± 0.82
A
 
4.0 76.05 ± 1.18
B
 NP 5.04 ± 0.50
B
 6.29 ± 0.24
B
 0.259 ± 0.01
C




1.0 70.23 ± 0.91
A
 9.70 ± 6.25
A
 2.09 ± 0.04
A
 2.69 ± 0.42
A
 0.325 ± 0.01
A
 13.87 ± 2.88
A
 
2.0 65.46 ± 0.68
B
 40.50 ± 8.47
B
 2.93 ± 0.61
A,B
 3.23 ± 0.09
A,B
 0.326 ± 0.01
A
 13.80 ± 0.16
A
 
4.0 62.90 ± 0.78
B
 141.16 ± 6.05
C
 4.58 ± 0.04
B,C
 5.67 ± 0.20
B,C
 0.342 ± 0.01
A
 13.20 ± 2.29
A
 
6.0 57.66 ± 0.54
C
 206.32 ± 5.64
C
 4.62 ± 0.05
B,C,D
 6.44 ± 0.62
C
 0.387 ± 0.08
A,B
 12.63 ± 0.13
A
 
8.0 42.08 ± 1.15
D
 NP 5.41 ± 0.35
C,D
 8.17 ± 0.56
C,D
 0.395 ± 0.01
A,B
 12.13 ± 0.58
A
 
10.0 38.39 ± 0.71
E
 NP 6.31 ± 0.78
D
 9.43 ± 1.32
D
 0.444 ± 0.01
B
 12.03 ± 0.73
A
 
- NP: indicates that SAS at the given condition did not produce particles. 
- GPY: global precipitation yield; D4,3: mean particle diameter; RE: residual ethanol; aw: water activity. 
- Results expressed as mean ± standard deviation. 




    
    
 
Fig. 2. SEM images of the precipitates obtained by SAS at 30 (A), 35 (B), 40 (C) and 45 ºC 
(D) and particle size distribution (E). 
 
   
 Despite the presented discussions on the possible effects of temperature, statistical 
analysis shows that most of the results exposed on Table 2 did not differ significantly at 5% 

























           
Fig. 3. SEM images of pure PVP particles (A) and precipitated extract from blackberry 
residue (B) produced by SAS. 
  
  
5.3.2.2 Effect of polymer concentration 
 The composition of the organic solution has important influence on the 
characteristics of particles obtained by SAS, especially mean size and size distribution [16]. 
As can be noted on Table 2 and Fig. 4, the mean particle size increased with CPVP on the 
ethanolic extract, but no enlargement of size distribution was observed (Fig. 4-E). At CPVP of 
0.5% the particle diameter was around 38 µm. However, this diameter increased with CPVP 
and, at 4%, particles were not produced. Instead of particles, a continuous dry precipitate like 
a film was observed at the bottom of the precipitation chamber. Images of the precipitated 
materials at different PVP concentrations are presented in Supplementary Material 1.   
 The increase of viscosity and surface tension are the probable reasons of the 
failure to produce particles from solutions with 4% PVP [10]. High solution viscosity affects 
the hydrodynamics of the injected flow, since it becomes less turbulent (lower Reynolds 
number), thus increasing the time for micro-jet fragmentation [45]. This also reduces the mass 
transfer rate between CO2 and ethanol, leading to the coalescence of particles due to their 
ineffective drying [2,33,34]. 
 The effect of CPVP agrees well with some reported results [2,10,40,44]. Reverchon 
et al. (2002) [40] suggested that such behavior can be explained by nucleation and growing 
processes. With low polymer concentration in the solution, its saturation and the precipitation 
of solute are slowed along the droplet expansion process. Therefore, nucleation is the 
dominant mechanism and, as a result, smaller particles are obtained. On the other hand, when 
high polymer concentrations are used, supersaturation and solute precipitation are readily 
obtained in the expansion process and particle growing overcomes nucleation, thus resulting 




 It can also be observed on Table 2 that no significant increase is noted on the 
particles obtained from 0.5 to 1% PVP in the solution. However, by handling and observing, 
the particles produced from 1% PVP were notably better, and this was confirmed by their 
hygroscopicity and water activity.  
  
    
    
 
Fig. 4. SEM images of the precipitates obtained by SAS from solutions with 0.5% (A), 1.0% 

























 The increase of PVP concentration in the solution also resulted in an increase 
GPY, RE and moisture, however, in a decrease of aw. Higher PVP concentration has probably 
enhanced chemical interactions between the solution’s molecules. This may have retained 
more molecules of water, ethanol and lipophilic compounds, which would normally have 
been removed by CO2.  
 Regarding the particle morphology (Fig. 4), SAS process at the lowest PVP 
concentrations (0.5% to 2%) produced spherulite-shaped particles in layers (Fig. 4-A, B and 
C), and the process from 4% PVP obtained an irregular precipitate with plain surface (Fig. 4-
D).  
 
    
Supplementary Material 1 – Images of the chamber containing the precipitates obtained by 
SAS from solutions with 0.5% (A), 1.0% (B), 2.0% (C) and 4.0% wt (D) PVP. 
  
   
5.3.2.3 Effect of solution flow rate 
 As noted on Table 2 and Fig. 5, the organic solution flow rate has important 
effects on GPY, D4,3, RE, moisture, aw, particle size distribution and morphology. An 
enlargement of size distribution and a remarkable growth of particles is observed when Q sol 
increases from 1.0 to 6.0 mL/min. SAS with Qsol above 8.0 mL/min did not form particles. 
Instead, a semi-solid precipitate was observed at the bottom of the chamber (Supplementary 
Material 2). The increase in Qsol had also effect on RE, moisture and aw, and negative effect 
on GPY.    
 The disintegration of the liquid solution jet injected in droplets is, in part, caused 
by the energy transferred from CO2 to the solution. Thus, as Qsol increases, the specific energy 
is reduced, resulting in bigger droplets that lead to greater particles [18].  
B A C D 
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Fig. 5. SEM images of the precipitates obtained by SAS from solutions with flow rates of 1.0 
mL/min (A), 2.0 mL/min (B), 4.0 mL/min (C), 6.0 mL/min (D), 8.0 mL/min (E) and 10.0 



























Moreover, the decrease of the surface area of these droplets reduces the drying efficiency, 
leading to form precipitates with higher residual solvent and moisture, and therefore lower 
solid yield [15,18]. 
 The variation of solute flow rate also modifies the composition of the mixture 
solvent + CO2. The ethanol:CO2 proportion increases with Qsol, reducing the driving force of 
mass transfer between both compounds [18]. 
 The hygroscopicity of the particles was reduced with the increase of Qsol. This 
trend can be explained by the decrease of the surface area of the particles, and by the fact that 
particles produced at higher solution flow rates have naturally higher moisture. 
 Regarding morphology, the images in Fig. 5 show clearly that the increase of Qsol 
induces the formation of agglomerated particles, which is explained by the higher residual 
ethanol content obtained. The presence of free solvent in the particles enhances the mobilit y 
of polymeric chains, thus increasing agglomeration. The SAS experiments performed with 
Qsol above 8 mL/min (Fig. 5-E and 5-F) produced semi-solid films, thus indicating the 
complete coalescence of the nuclei formed along the droplet expansion, or the resolubilization 
of the solutes due to the high RE [33]. 
 
 
    
Supplementary Material 2 – Images of the filter containing the precipitates obtained by SAS 
from solutions with flow rate of 8.0 mL/min. 
 
  
5.3.3 Composition and characterization of the precipitates  
5.3.3.1 Anthocyanins, phenolics and antioxidant capacity 
 Table 3 shows the concentrations of the anthocyanins identified in the 
precipitates, which were Cy3Gl, Cy3Ru, Cy3MG and Cy3DG. The sum of their concentration 
is close to that found for MA, shown on Table 4. Thus, these are the main anthocyanins of 
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blackberry residue, its ethanolic extract and precipitates which correspond with those 
previously reported by Jordheim et al.(2011) [46], Lee et al. (2012) [8] and Machado et al. 
(2017) [6]. All these works have also identified Cy3Gl as the major anthocyanin.      
 The comparison between the phenolic and anthocyanin contents and the 
antioxidant capacities in the dry extracts (Table 1), co-precipitated particles with PVP and, 
especially, the precipitated extract (Tables 3 and 4) has been done in this work. The 
precipitated extract contains twice anthocyanins and phenolics and seven-fold higher ORAC 
than the extract obtained by UAE. Some co-precipitated particles also presented higher MA, 
TP and ORAC than the UAE extract, although lower than the precipitated extract. These 
differences can be related to the PVP concentration and the reduction of mass transfer 
between CO2 and ethanol when Qsol is increased above 4.0 mL/min [18,19], which results in 
more residual solvent in the particles and dilution of the solutes. Even so, SAS was quite 
effective and selective in the recovery and encapsulation of anthocyanins at certain 
conditions, because there is no chemical affinity between anthocyanins and CO2, and SAS 
conditions were mild enough to prevent anthocyanin degradation. The efficiency is verified 
from the high anthocyanin precipitation yields (APY) reported on Table 4 and the absence of 
color in the recovered fraction in the separator, which had been removed by CO2 throughout 
the process. This fraction presented yellow color, oily and viscous aspect, indicating the 
predominance of lipophilic compounds. Thus, SAS processing allowed a successful 
fractionation of the extract, enriching it in polyphenols and anthocyanins.   
 As noted on Table 4, APY was remarkably reduced with the increase of Qsol 
which corroborate also the decrease of global precipitation yield (Table 2). This is probably 
due to the excess of ethanol, making the CO2 flow unable to remove all the ethanol introduced 
in the precipitation chamber. Therefore, part of the anthocyanins remained in the liquid phase 
formed inside the chamber. In Supplementary Material 2 a semi-solid material, formed in 
SAS with Qsol = 8.0 mL/min, is observed at the bottom of the precipitation chamber, thus 
confirming this hypothesis to explain the low APY.   
 The increase of CPVP in the ethanolic solution contributed to the retention of 
anthocyanin in the precipitate, increasing APY and indicating that encapsulation is 
recommendable to enhance their stability and integrity. Similar trend was observed by SOSA 
et al. (2011) in the SAS encapsulation of green tea extract.  
 Temperature did not have significant effect on MA, TP, ORAC and APY, 
although it affected the individual anthocyanin contents, as shown on Table 3. Temperature is 
one of the  
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Table 3 – Concentration of the anthocyanins identified in the precipitates obtained by SAS. 
  Identified anthocyanins   













30 6.70 ± 0.04
A
 0.53 ± 0.02
A
 0.20 ± 0.01
A
 0.34 ± 0.01
A
 7.77 ± 0.08
A
 
35 6.16 ± 0.04
B
 0.40 ± 0.02
B
 0.16 ± 0.01
B
 0.27 ± 0.01
B
 7.00 ± 0.05
A
 
40 5.60 ± 0.06
C
 0.38 ± 0.02
B.C
 0.15 ± 0.01
B,C
 0.25 ± 0.02
B
 6.38 ± 0.04
A,B
 
45 4.67 ± 0.06
D
 0.31 ± 0.03
C
 0.13 ± 0.02
C
 0.22 ± 0.01
C
 5.33 ± 0.08
B
 
CPVP (% wt) 
0.5 6.20 ± 0.06
A
 0.38 ± 0.01
A
 0.15 ± 0.01
A
 0.25 ± 0.02
A
 6.98 ± 0.06
A
 
1.0 4.08 ± 0.02
B
 0.28 ± 0.02
B
 0.11 ± 0.01
B
 0.19 ± 0.01
B
 4.65 ± 0.02
B
 
2.0 3.13 ± 0.05
C
 0.20 ± 0.01
C
 0.08 ± 0.01
C
 0.14 ± 0.01
C
 3.55 ± 0.06
C
 
4.0 1.47 ± 0.02
D
 0.10 ± 0.01
D
 0.04 ± 0.01
D
 0.07 ± 0.01
D




1.0 5.07 ± 0.04
A
 0.31 ± 0.02
A
 0.13 ± 0.01
A
 0.21 ± 0.01
A
 5.72 ± 0.06
A
 
2.0 4.08 ± 0.10
B
 0.27 ± 0.01
A
 0.11 ± 0.02
A,B
 0.19 ± 0.03
A,B
 4.65 ± 0.11
B
 
4.0  4.07 ± 0.07
B
 0.28 ± 0.02
A
 0.11 ± 0.01
A,B
 0.19 ± 0.01
A,B
 4.64 ± 0.01
B
 
6.0  4.05 ± 0.08
B
 0.27 ± 0.03
A
 0.11 ± 0.02
A,B
 0.19 ± 0.01
A,B
 4.62 ± 0.10
B
 
8.0 3.90 ± 0.15
B
 0.26 ± 0.02
A
 0.10 ± 0.02
B
 0.18 ± 0.02
B
 4.44 ± 0.30
B
 
10.0 3.85 ± 0.05
B
 0.26 ± 0.02
A




 4.38 ± 0.06
B
 
Precipitated extract without PVP 12.24 ± 0.22 0.76 ± 0.03 0.36 ± 0.04 0.56 ± 0.04 13.92 ± 1.10 
- Cy3Gl: cyanidin-3-O-glucoside; Cy3Ru: cyanidin-3-O-rutinoside; Cy3MG: cyanidin-3-O-malonyl-glucoside; Cy3DG: cyanidin-3-O-dioxalyl-
glucoside. 
- Results expressed as mean ± standard deviation. 
- Equal uppercase letters in the same column indicate no significant difference between each precipitation condition at 5% level according to Tukey’s 








Table 4 – Monomeric anthocyanins, total phenolics content, antioxidant capacity and anthocyanin precipitation yield obtained in 
the SAS process. 
SAS condition 
MA 
(mg Cy3Gl/g sample) 
TP 
(mg GAE/g sample) 
ORAC 




30 8.31 ± 0.72
A
 58.56 ± 0.51
A
 2443.66 ± 8.50
A
 89.62 ± 2.79
A
 
35 7.95 ± 0.48
A
 53.11 ± 1.78
A
 2351.61 ± 9.30
A
 89.02 ± 3.43
A
 
40 7.48 ± 0.10
A
 51.73 ± 0.50
A
 2303.13 ± 9.88
A
 87.86 ± 1.16
A
 
45 7.01 ± 1.41
A
 51.31 ± 1.81
A
 1768.16 ± 8.31
A
 87.16 ± 3.48
A
 
CPVP (% wt) 
0.5 8.18 ± 0.99
A
 57.64 ± 2.52
A
 2449.87 ± 8.10
A
 89.86 ± 2.88
A
 
1.0 5.50 ± 0.07
B
 41.47 ± 3.51
A,B
 1377.79 ± 5.70
B
 90.22 ± 1.14
A
 
2.0 4.41 ± 0.34
B
 24.59 ± 1.11
B,C
 544.83 ± 5.50
C
 95.73 ± 2.31
A
 
4.0 2.05 ± 0.03
C
 13.10 ± 2.92
C
 313.39 ± 9.70
C




1.0 6.59 ± 0.07
A
 41.85 ± 0.04
A
 1516.68 ± 8.70
A
 97.29 ± 1.02
A
 
2.0 5.22 ± 0.18
B
 41.35 ± 1.90
A
 1366.68 ± 3.90
A,B
 90.39 ± 2.08
B
 
4.0  4.91 ± 0.03
B,C
 39.20 ± 0.90
A
 1037.61 ± 9.20
A,B
 78.83 ± 0.48
C
 
6.0  4.89 ± 0.07
B,C
 39.41 ± 1.57
A
 904.86 ± 8.60
A,B
 72.18 ± 1.02
D
  
8.0 4.88 ± 0.05
B,C
 37.94 ± 3.30
A
 888.31 ± 6.01
B
 52.24 ± 0.53
E
 
10.0 4.79 ± 0.04
C
 36.01 ± 2.94
A
 843.68 ± 7.60
B
 46.83 ± 0.38
E
 
Precipitated extract without PVP 16.72 ± 0.12 101.47 ± 5.13 3796.11 ± 8.26 85.59 ± 0.86 
- MA: monomeric anthocyanin content; TP: total phenolic contents; ORAC: antioxidant capacity; APY: anthocyanin precipitation yield; Cy3Gl: cyanidin-3-
O-glucoside; GAE: gallic acid equivalent; TE: Trolox equivalent. 
        - Results expressed as mean ± standard deviation. 








operation and environmental factors that most affects anthocyanins’ stability, thus its increase 
leads to the degradation of such pigments [47,48]. 
 Finally, it can be noted that the  ORAC values are strongly correlated to the TP 
content (Pearson coefficient r = 0.9508) and MA (r = 0.9391), indicating that the high 
antioxidant capacity of the precipitates is mainly due to the presence of anthocyanins. A 
strong correlation was also found between MA and TP (r = 0.9804). 
 
5.3.3.2 Structural characteristics of the SAS products 
 FTIR spectra of the dry UAE extract, precipitated extract, non-processed PVP and 
co-precipitates obtained at different SAS conditions are illustrated in Figs. 6 and 7. As it can 
be observed, the typical peaks of the dry and precipitated extract and non-processed and 
precipitated PVP, indicated in Fig. 6 as EXT1, EXT2, EXT3, PVP1, PVP2, PVP3, PVP4, 
PVP5 and PVP6, also appear in the spectra of the co-precipitates in Fig. 7. This shows that no 
remarkable changes on the composition and chemical structure of extract and PVP, such as 
new bonds, chemical structures or degradation occurred along the SAS processing. Changes 
in the intensities of these peaks are noted – the band EXT1 overlapped PVP1, which therefore 
disappeared in the co-precipitated particles (Fig. 7-A, B and C).  
 The wavenumbers corresponding to the main PVP bands are [49,50]: 3423 cm-1 
(PVP6), which refers to the O-H vibration; 2957 cm-1 (PVP5), referring to the asymmetric 
group -CH; 1662 cm-1 (PVP4), referring to the vibration of the C=O group; 1446 cm-1 
(PVP3), corresponding to the group C-C; 1284 cm-1 (PVP2), corresponding to C-N; and 1230 
cm-1 (PVP1), referring to the deformation C-H. Since the extract from blackberry residue has 
a quite complex chemical composition, the determination of its band correspondences is a 
hard task. Bands related to the absorption functional groups of anthocyanins [51] do not 
appear in the spectra of the extracts and co-precipitates, indicating that anthocyanins are 
incorporated by other components and PVP chains. It is worth highlighting that the O-H band 
is strong in all spectra, suggesting the presence of moisture in all the samples [49]. 
 Temperature did not present any effect on the structure of the precipitates, as 
shown in Fig. 7-A. However, the increase of CPVP reduced the concentration of the functional 
groups represented by the peaks EXT1 and EXT3 (Fig. 7-B) due to the reduction of water 
activity. A lower amount of these structures is also verified in SAS particles produced with 
Qsol = 1.0 mL/min (Fig. 7-C), indicating that a greater amount of PVP was precipitated in the 
processes with higher solution flow rates. As it has been already discussed, the drying process 
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was improved with lower solution flow rates, leading to obtain particles with less residual 




Fig. 6. FTIR spectra of the UAE extract, precipitated extract (A), non-processed and 

















































Fig. 7. FTIR spectra of the co-precipitates: effects of temperature (A), PVP concentration (B), 
































































 Supercritical antisolvent process (SAS) has been efficiently proven in the co-
precipitation of anthocyanin-rich extract obtained from blackberry residues extracted by 
ultrasounds. After this process, the extract was encapsulated with PVP without any 
modification on the structure of either extract or PVP. The effect of the operation parameters: 
temperature, polymer concentration of the extract and extract solution flow rate has been 
studied on the particle formation. In the investigated system (PVP + extract + CO2), the 
decrease of temperature, CPVP and Qsol lead to obtain particles with smaller diameter and 
better distribution of particle size, lower residual ethanol, moisture and water activity, but 
higher hygroscopicity. Moreover, the increase of such parameters intensified the particles 
agglomeration. Different morphologies were observed depending on SAS conditions. High 
solution flow rates (above 6.0 mL/min) produced a semi-solid precipitate, whereas high PVP 
concentrations (above 2%) lead to obtain a continuous film at the bottom of the precipitation 
chamber. However, spherulite-shaped particles were produced for the rest of conditions. Good 
anthocyanin precipitation yields were achieved, together with a selective removal of oily 
compounds from the extract, indicating that SAS is an efficient and selective process to co-
precipitate anthocyanins from blackberry residues with remarkable antioxidant capacity which 
could be applied in the food and nutraceutical industry. 
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6.1 DISCUSSÕES GERAIS E DESAFIOS 
 A extração e a encapsulação de compostos obtidos a partir de materiais vegetais 
empregando técnicas emergentes, como PLE, UAE e SAS, têm ganhado ênfase nas ultimas 
décadas devido às vantagens atreladas às questões ambientais, à seletividade, purificação, 
menor tempo e consumo de solventes orgânicos, emprego de solventes não tóxicos, maior 
flexibilidade para a escolha dos parâmetros operacionais e melhora na estabilidade, 
solubilidade e biodisponibilidade de bioativos, que podem levar à obtenção de produtos com 
maior valor agregado.  
 Extratos naturais são comumente comercializados na forma líquida. No entanto, 
este estado de agregação apresenta alguns inconvenientes, já que os extratos líquidos precisam 
de grandes espaços de armazenamento e algumas substâncias ativas ficam suscetíveis à 
degradação (ZABOT; MEIRELES, 2016). Dessa maneira, a produção de extratos vegetais em 
pó por técnicas de encapsulação surge na tentativa de superar tais desvantagens. A tecnologia 
de encapsulação protege as substâncias ativas, evitando sua oxidação e aumentando a sua vida 
útil. Além disso, produtos na forma de pós são mais versáteis e fáceis de serem incorporados 
em diferentes matrizes (BUSTAMANTE et al., 2017).  
 Aliado ao propósito de emprego de tecnologias mais limpas, o aproveitamento de 
subprodutos agroindustriais abre a possibilidade para o uso de uma vasta gama de materiais 
que até o presente momento não são utilizados, ou que são utilizados para fins com pouco 
valor agregado. De fato, nos últimos anos, muitas pesquisas têm sido conduzidas com o 
intuito de tornar possível o uso de subprodutos provenientes de processos industriais. A 
conclusão comum de tais pesquisas é o potencial dos subprodutos, que são fontes ricas em 
compostos bioativos (VIGANÓ, 2016). Mais especificamente, subprodutos provenientes de 
processamento de frutas são ricos em compostos fenólicos, que são visados pela indústria 
farmacêutica, cosmética e/ou de aditivos e suplementos alimentares, devido às suas atividades 
funcionais e propriedades nutracêuticas e ao grande potencial para serem empregados como 
corantes naturais (VIGANÓ; MACHADO; MARTÍNEZ, 2015). 
  Este trabalho buscou aliar as vantagens do emprego de tecnologias emergentes à 
necessidade de aproveitar subprodutos industriais através de processos de extração e 
encapsulação, para obter extratos e partículas ricas em compostos bioativos a partir de 
resíduos gerados do processamento de pequenas frutas vermelhas. 
 O presente projeto se iniciou (primeira etapa) com o estudo de extração de 
compostos fenólicos, em especial as antocianinas, a partir dos bagaços de amora-preta, mirtilo 
e grumixama, empregando água acidificada (pH = 2,0) e misturas hidroetanólicas com 50% e 
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70% de etanol (v/v) como solventes extratores. Os resultados obtidos desse estudo estão 
apresentados no Capítulo 3 desta tese. Um dos grandes diferenciais deste estudo foi aplicar a 
combinação de duas técnicas emergentes, PLE e UAE, na extração dos compostos de 
interesse. Melhores rendimentos de extração de polifenóis totais e capacidade antioxidante 
foram alcançados por essa “nova” técnica, em comparação aos obtidos pelas técnicas PLE e 
UAE isoladas e pelo método convencional Soxhlet. Isso pode ser explicado pela 
intensificação do processo conseguida pela combinação do efeito de cavitação acústica do 
processo UAE, que faz com que haja ruptura das paredes celulares liberando assim mais 
solutos para o meio (GARCIA-SALAS et al., 2010), e da alta temperatura aplicada na PLE, 
que contribui na maior solubilização dos sólidos (MUSTAFA; TURNER, 2011). Além disso, 
pôde-se verificar que a técnica UAE isolada foi também excelente na extração de 
antocianinas, mostrando ser um processo menos agressivo para estes compostos. As extrações 
com água acidificada e ultrassom não foram eficazes para recuperar compostos fenólicos. 
Isso, posssivelmente, se deveu à produção de radicais livres (H• e OH•), que desencadeiam 
reações indesejáveis, levando à degradação dos polifenóis (KIDAK; INCE, 2006). As análises 
UHPLC identificaram duas, quatro e quatorze antocianinas nos extratos de grumixama, 
amora-preta e mirtilo, respectivamente, sendo a cianindia-3-O-glicosídeo a antocianina 
majoritária nos dois primeiros resíduos, e a cianidina-3-O-galactosídeo, malvidina-3-O-
galactosídeo e malvidina-3-O-glicosídeo as majoritárias nos extratos do bagaço de mirtilo. Foi 
notado que os extratos obtidos a partir do resíduo de amora-preta possuíam maior conteúdo 
total de antocianinas. Diante disso, as etapas subsequentes deste trabalho seguiram 
empregando esse resíduo como fonte destes pigmentos. 
 A segunda etapa da tese consistiu na encapsulação do extrato antociânico obtido 
na melhor condição alcançada no estudo de extração (Capítulo 3), através da técnica SAS. Os 
maiores desafios do projeto se iniciaram nessa etapa, quando após vários testes notou-se que a 
técnica SAS era incapaz de processar extratos contendo água, devido à pouca afinidade entre 
água e CO2. Diante disso, optou-se por realizar a extração de antocianinas empregando apenas 
etanol absoluto como solvente extrator. Além disso, houve certa dificuldade em encontrar um 
polímero que tivesse as propriedades de ser biodegradável e biocompatível, e ao mesmo 
tempo fosse solúvel no extrato etanólico antociânico e possuísse baixa afinidade pelo CO2 
supercrítico. Testes de solubilidade com diferentes biopolímeros foram realizados com o 
objetivo de escolher o melhor material de parede a ser empregado nos ensaios de 
encapsulação. Os resultados destes testes estão apresentados nas Tabelas A.1 e A.2 do 
Apêndice. O polímero polivinilpirrolidona (PVP) foi o escolhido por possuir boa solubilidade 
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no extrato etanólico e por atender aos requisitos necessários para aplicação na indústria 
farmacêutica, alimentícia e de cosméticos. 
 Outro desafio foi com relação à escolha dos parâmetros operacionais da técnica 
SAS. A literatura tem reportado casos de sucesso na precipitação de bioativos através desta 
técnica, empregando condições de temperatura e pressão acima do ponto crítico da mistura 
(solvente + CO2), e vazão da solução orgânica relativamente alta (FAGES et al., 2004; 
REVERCHON et al., 2010). Porém, estes fundamentos não se aplicaram eficazmente para o 
sistema em estudo neste trabalho (PVP + extrato + CO2). Além disso, a solução dos 
problemas tornou-se um pouco mais árdua, uma vez que na maioria dos trabalhos publicados 
na literatura os autores empregaram sistemas mais simples (bioativo puro + CO2) e solventes 
como diclorometano, acetona, metanol, acetato de etila, sulfóxido de dimetila, para a 
solubilização dos compostos de interesse (DJERAFI et al., 2017; JIN; XIA; ZHAO, 2012; 
MACHADO JR et al., 2014; NATOLINO et al., 2016; PROSAPIO; REVERCHON; 
MARCO, 2017; MONTES et al., 2016). Estes solventes têm maior afinidade pelo CO2 que o 
etanol. Porém, vale ressaltar que eles não são considerados substâncias GRAS. O uso de um 
antissolvente de grau alimentício foi uma das prioridades deste trabalho, aumentando assim o 
desafio de obter um processo viável.  
 Perante as dificultadas e desafios encontrados, o próximo passo foi realizar a 
encapsulação do extrato etanólico antociânico por métodos tradicionais, a fim de comparar as 
partículas obtidas por diferentes métodos. Spray-drying (SD) e freeze-drying (FD) foram as 
técnicas convencionais escolhidas. Os resultados obtidos dessa parte experimental estão 
apresentados no Capítulo 4. Notou-se que as partículas produzidas pelos três processos 
possuíam bons rendimentos de retenção de antocianinas (> 76%), alta capacidade antioxidante 
(> 100 mol ET/g partículas) e teor de antocianinas próximo a 1,35 mg ECy3Gl/g partícula. 
Porém, no caso da técnica SAS, alto conteúdo de etanol residual (≈ 8%) e umidade (≈ 11%) 
estavam presentes no material precipitado, e este possuía forma de aglomerados irregulares, 
indicando assim a coalescência das partículas. 
 Diante desses resultados, a próxima etapa foi estudar com mais profundidade os 
efeitos de importantes parâmetros operacionais no processo SAS, como temperatura, 
concentração da solução orgânica e vazão da solução, em uma ampla faixa operacional, no 
intuito de chegar a condições que produzissem partículas com melhores características. 
Finalmente, depois da realização deste trabalho, que foi desenvolvido no High Pressure 
Process Group (HPPG) do Departamento de Engenharia Química e Tecnologia do Meio 
Ambiente da Universidade de Valladolid (UVA) – Valladolid/Espanha, partículas mais secas, 
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menos aglomeradas, com melhor distribuição de tamanho, mais estáveis e concentradas em 
antocianinas foram produzidas. Nesse trabalho, cujos resultados estão apresentados no 
Capítulo 5, foi notado que temperaturas abaixo da temperatura crítica do CO2 (< 31 ºC), 
menores vazões da solução orgânica (< 2,0 mL/min) e menor concentração de polímero PVP 
(≈1,0% PVP) são condições favoráveis para a co-precipitação do extrato etanólico antociânico 
pelo processo com antissolvente pressurizado.  
 Como pode se notar, o maior desafio e o diferencial desse projeto foi, sem dúvida, 
produzir partículas ricas em antocianinas a partir de um sistema complexo (extrato vegetal + 
polímero) e, ainda, utilizando o etanol como solvente da solução orgânica. Vale ressaltar aqui 
que os vários testes realizados (ver Tabela A.3 do Apêndice), os resultados obtidos no 
Capítulo 4 e a experiência do grupo HPPG em trabalhar com processos de precipitação 
utilizando fluidos pressurizados foram de suma importância para o sucesso deste trabalho. 
Porém, acredita-se que a exploração de outros parâmetros operacionais, como pressão, 
dimensões do bico injetor, além da remoção dos açúcares contidos no extrato etanólico pode 
ser interessante, a fim de alcançar um produto com características ainda melhores e com 
maior grau de pureza de antocianinas. 
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7.1 CONCLUSÕES GERAIS  
 O trabalho de extração (Capítulo 3) utilizando técnicas emergentes para obter 
extratos do resíduo de amora-preta, mirtilo e grumixama permitiu as seguintes conclusões 
pontuais: 
 Os resíduos gerados nos processamento de amora-preta, mirtilo e grumixama são boas 
fontes de compostos bioativos devido ao alto conteúdo de polifenóis; 
 Os extratos do resíduo de grumixama obtiveram os maiores teores de compostos 
fenólicos e capacidade antioxidante, seguidos da amora-preta e mirtilo. Porém, 
sequência praticamente inversa a essa foi notada para o conteúdo de antocianinas 
monoméricas totais e individuais: mirtilo ≈ amora-preta > grumixama; 
 A ordem decrescente de eficiência em extrair fenólicos totais e antocianinas foi 
UAE+PLE > PLE ≈ Soxhlet > UAE e Soxhlet ≈ UAE > UAE+PLE > PLE,  
respectivamente, utilizando as misturas hidroetanólicas como solvente extrator; 
 As condições em que se utilizou a água acidificada (pH = 2,0) sob alta pressão 
resultaram em extratos com os maiores rendimentos de sólidos solúveis totais. Porém, 
estas condições praticamente obtiveram os menores conteúdos de compostos 
antioxidantes; 
 A água acidificada combinada com o processo de sonicação não mostrou ser uma 
condição interessante para a extração de polifenóis; 
 A capacidade antioxidante dos extratos está fortemente relacionada com o conteúdo de 
polifenóis totais e moderadamente correlacionada ao conteúdo de antocianinas 
monoméricas totais; 
 Duas, quatro e quatorze antocianinas foram identificadas, por UHPLC, nos extratos de 
grumixama, amora-preta e mirtilo, respectivamente; 
 Diante dos resultados o método proposto UAE+PLE mostrou-se eficiente para extrair 
polifenóis, porém, o gasto energético é um fator a ser levado em consideração. 
 
 Do trabalho de encapsulação do extrato proveniente do resíduo de amora-preta 
pelas técnicas SD, FD e SAS (Capítulo 4) pode-se concluir que: 
 Os três processos produziram partículas com alta capacidade antioxidante, sem 
implicar em grandes degradações desses compostos; 
 A técnica mais eficiente para reter antocianinas foi a FD, seguido por SAS e SD. 
Entretanto, a técnica SAS produziu partículas com maior teor desse pigmento, obtendo 
assim um produto mais puro em antocianinas; 
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 Alto conteúdo de etanol residual e umidade foram observados nas partículas SAS, 
enquanto as produzidas por SD e FD tiveram estes valores menores e próximos ao que 
literatura tem reportado; 
 Partículas produzidas por SD apresentaram forma esférica, enquanto as produzidas por 
FD e SAS apresentaram formas de aglomerados irregulares; 
 Os processos não influenciaram o estado cristalino e o comportamento térmico do 
polímero PVP; 
 A encapsulação conferiu uma maior estabilidade térmica do extrato rico em 
antocianinas. 
 
 A avaliação da influência de temperatura, concentração de polímero e vazão da 
solução sobre a co-precipitação do extrato antociânico pela técnica SAS (Capítulo 5) 
permitiu concluir que:  
 Para o sistema em estudo (PVP + extrato etanólico + CO2), a diminuição da 
temperatura, da concentração de PVP na solução orgânica e da vazão da solução 
contribuem para a produção de partículas menos aglomeradas, com menor diâmetro 
médio e distribuição de tamanho, além de menor teor de etanol residual, umidade e 
atividade de água, porém, de forma geral, com maior higroscopicidade; 
 Maiores vazões da solução líquida (> 6,0 mL/min) levam à formação de um 
precipitado semi-sólido, enquanto alto conteúdo de polímero na solução (> 2,0%) 
levam à formação de um precipitado sólido na forma de filme contínuo. Os demais 
experimentos produziram partículas na forma de esferulite. 
 A capacidade antioxidante dos precipitados está fortemente correlacionada ao seu 
conteúdo de antocianinas; 
 O processo de precipitação não alterou as propriedades estruturais do extrato e do 
PVP; 
 A precipitação de antocianinas em matriz polimérica usando o processo antissolvente 
pressurizado mostrou ser uma opção interessante e promissora para eliminar o 
solvente do extrato etanólico e produzir um extrato seco rico em antocianinas e com 






7.2 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 As seguintes sugestões podem ser adotadas para trabalhos futuros: 
 
 Avaliar economicamente os processos de extração e formação de partículas 
desenvolvidos neste trabalho utilizando simuladores comerciais (SuperPro Designer®, 
etc.); 
 Estudar a estabilidade das antocianinas contidas nos extratos e nas partículas em 
função do tempo de armazenamento; 
 Estudar possíveis aplicações para os extratos e partículas através de ensaios em células 
e em animais; 
 Estudar o efeito de outras variáveis do processo SAS, como pressão, diâmetro do bico 
injetor e temperaturas abaixo de 30 ºC, na co-precipitação do extrato proveniente do 
bagaço de amora-preta; 
 Aplicar um modelo matemático fenomenológico para entender de modo mais evidente 
os efeitos dos parâmetros na produção de partículas pelo processo SAS; 
 No caso da co-precipitação (via técnica SAS) de extratos ricos em açucares, como 
todos aqueles provenientes de frutas, realizar a remoção dos mesmos por processos de 
adsorção; 
 Aplicar outros biopolímeros, como Zein, PEG e Pluronic F-127, para a encapsulação 
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I. Testes de Solubilidade  
 Nas Tabelas A.1 e A.2 estão apresentadas as informações obtidas dos testes de 
solubilidade realizados com diferentes polímeros em etanol absoluto e no extrato etanólico 
antociânico (contendo 1,5% de sólidos solúveis totais), respectivamente, na concentração de 
0,5%. Como pode ser notado, dentre os materiais poliméricos analisados, apenas PEGs, PVP 
e Pluronic (F-127) tiveram boa solubilidade, tanto no etanol absoluto como no extrato 
etanólico antociânico. Por isso, a princípio estes polímeros foram os escolhidos para serem 
utilizados como material de parede ou agentes carreadores nos testes de formação de 
partículas pelas técnicas SD e SAS.  
 
Tabela A.1 – Teste de solubilidade de diferentes materiais poliméricos em etanol anidro. 
 Temperaturas (ºC) 
Polímero 25 35 45 55 65 70 
GA NS NS NS NS NS NS 
DE NS NS NS NS NS NS 
WPI NS NS NS NS NS NS 
CMC NS NS NS NS NS NS 
HI-CAP NS NS NS NS NS NS 
PEG 4000 S* S* S S S S 
PEG 10000 S* S* S S S S 
PVP 10000 S S S S S S 
PVA 40000 NS NS NS NS NS NS 
Pluronic F-127 NS S S S S S 
 - NS: não solúvel; S: solúvel; GA: goma arábica; SF: dextrina; WPI: isolado proteico de soro; CMC: carboxi 
metil celulose; HI-CAP: amido de milho modificado; PEG 4000: polietilenoglicol com peso molecular médio de 
4000 g/mol; PEG 10000: polietilenoglicol com peso molecular médio de 10000 g/mol; PVP: polivinilpirrolidona 
com peso molecular médio de 10000 g/mol; PVA: poliálcoolvinílico com peso molecular médio de 40000 g/mol. 









Tabela A.2 – Teste de solubilidade de diferentes materiais poliméricos no extrato etanólico 
antociânico. 
 Temperaturas (ºC) 
Polímero 25 35 45 55 65 70 
GA NS NS NS NS NS NS 
DE NS NS NS NS NS NS 
WPI NS NS NS NS NS NS 
CMC NS NS NS NS NS NS 
HI-CAP NS NS NS NS NS NS 
PEG 4000 NS S* S S S S 
PEG 10000 NS S* S S S S 
PVP 10000 S S S S S S 
PVA 40000 NS NS NS NS NS NS 
Pluronic F-127 NS S* S S S S 
 - NS: não solúvel; S: solúvel; GA: goma arábica; SF: dextrina; WPI: isolado proteico de soro; CMC: carboxi 
metil celulose; HI-CAP: amido de milho modificado; PEG 4000: polietilenoglicol com peso molecular médio de 
4000 g/mol; PEG 10000: polietilenoglicol com peso molecular médio de 10000 g/mol; PVP: polivinilpirrolidona 
com peso molecular médio de 10000 g/mol; PVA: poliálcoolvinílico com peso molecular médio de 40000 g/mol. 
 - (*) Solubilidade verificada após 1 dia de estocagem da solução. 
 
 
II. Testes de Formação de Partículas 
 A Tabela A.3 mostra os resultados observados nos testes preliminares feitos 
diretamente no Mini Spray-Dryer BÜCHI B-290 e na unidade SAS construída no LAPEA 
(Laboratório de Alta Pressão em Engenharia de Alimentos - DEA/FEA/UNICAMP). Como 
pode se observar, o PVP foi o polímero que levou à produção de materiais secos com 
melhores características. Diante disso, o PVP foi o escolhido para ser empregado nos estudos 
de encapsulação do presente projeto. Foi também a partir dos ensaios apresentados na Tabela 
A.3 que se definiram as condições operacionais a serem empregadas na formação de 
partículas pelos processos SAS e SD, apresentados no Capítulo 4. Além disso, estes 








Tabela A.3 – Testes de formação de partículas pelos processos SD e SAS. 
Processo Condições do Processo Características do Produto 
SD 
Extrato etanólico antociânico = 1,5% 
Qsolução = 3 mL/min 
QN2 = 536 L/h; Vinjetado = 200 mL 
Tin = 105 ºC; Tout = 80 ºC 
Produto caramelizado com 
aspecto grudento/pegajoso 
SD 
Extrato etanólico antociânico = 1,5% 
Polímero = Pluronic F-127 
Razão Extrato:Polímero = 1:2,5 
Qsolução = 3 mL/min 
QN2 = 536 L/h; Vinjetado = 200 mL 
Tin = 105 ºC; Tout = 80 ºC 
Produto caramelizado com 
aspecto grudento/pegajoso e 
que conferia certa elasticidade 
SD 
Extrato etanólico antociânico = 1,5% 
Polímero = PEG 4000 
Razão Extrato:Polímero = 1:2,5 
Qsolução = 3 mL/min 
QN2 = 536 L/h; Vinjetado = 200 mL 
Tin = 105 ºC; Tout = 80 ºC 
Produto caramelizado com 
aspecto grudento/pegajoso e 
que conferia certa elasticidade 
SD 
Extrato etanólico antociânico = 1,5% 
Polímero = PVP 10000 
Razão Extrato:Polímero = 1:2,5 
Qsolução = 3 mL/min 
QN2 = 536 L/h; Vinjetado = 200 mL 
Tin = 105 ºC; Tout = 80 ºC 
Partículas esféricas secas 
SAS 
Extrato etanólico antociânico = 1,4% 
Qsolução = 0,5 mL/min 
QCO2 = 22,5 g/min;  
Vinjetado = 35 mL; Tsecagem = 60 min 
T = 40 ºC; P = 10 MPa 
Precipitado seco 
particularizado, porém bastante 
higroscópico o que impediu de 
ser recolhido do inteiro da 
câmera de precipitação  
SAS 
Extrato etanólico antociânico = 1,4% 
Qsolução = 0,5 mL/min 
QCO2 = 10,5 g/min;  
Vinjetado = 35 mL; Tsecagem = 80 min 
T = 40 ºC; P = 10 MPa 
Precipitado seco 
particularizado menos 
higroscópico que o anterior. Já 
foi possível ser recolhido do 
inteiro da câmera de 
precipitação 
SAS 
Extrato etanólico antociânico = 3,5% 
Qsolução = 0,5 mL/min 
QCO2 = 11,5 g/min;  
Vinjetado = 35 mL; Tsecagem = 60 min 
T = 40 ºC; P = 11 MPa 
Precipitado com aspecto 
grudento/pegajoso  
SAS 
Extrato acetona:etanol 1:1 = 2,5% 
Qsolução = 0,5 mL/min 
QCO2 = 12,5 g/min;  
Vinjetado = 35 mL; Tsecagem = 60 min 
T = 40 ºC; P = 11 MPa 
Precipitado com aspecto 
levemente grudento/pegajoso  
SAS 
Solução etanólica polimérica: 1% 
Polímero = PVP 10000 
Qsolução = 0,5 mL/min 
QCO2 = 20,4 g/min;  
Vinjetado = 35 mL; Tsecagem = 60 min 
T = 60 ºC; P = 12 MPa 





Tabela A.3 – Continuação. 
SAS 
Solução etanólica polimérica: 1% 
Polímero = Pluronic F-127 
Qsolução = 0,5 mL/min 
QCO2 = 20,4 g/min;  
Vinjetado = 35 mL; Tsecagem = 60 min 
T = 60 ºC; P = 12 MPa 




Solução etanólica polimérica: 5,25% 
Polímero = PVP 10000 
Qsolução = 0,5 mL/min 
QCO2 = 11,5 g/min;  
Vinjetado = 45 mL; Tsecagem = 75 min 
T = 40 ºC; P = 10 MPa 
Precipitado moderadamente 
seco com superfície contínua 
porosa transparente  
SAS 
Extrato etanólico antociânico = 1,4% 
Polímero = PVP 10000 
Solução acidificada com ácido pH 3,0 
Razão Extrato:Polímero = 1:1 
Qsolução = 0,5 mL/min 
QCO2 = 14,5 g/min;  
Vinjetado = 35 mL; Tsecagem = 60 min 
T = 40 ºC; P = 10 MPa 
Precipitado com aspecto 
grudento/pegajoso e que 
conferia certa elasticidade 
SAS 
Extrato etanólico antociânico = 1,4% 
Polímero = PVP 10000 
Razão Extrato:Polímero = 1:2 
Qsolução = 0,5 mL/min 
QCO2 = 10,5 g/min;  
Vinjetado = 45 mL; Tsecagem = 75 min 
T = 40 ºC; P = 10 MPa 
Precipitado seco com 
superfície contínua 
SAS 
Extrato etanólico antociânico = 1,5% 
Polímero = PVP 10000 
Razão Extrato:Polímero = 1:2,5 
Qsolução = 0,5 mL/min 
QCO2 = 11,5 g/min;  
Vinjetado = 45 mL; Tsecagem = 75 min 
T = 40 ºC; P = 10 MPa 
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